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RESUMEN

LBT Florencia Estefana Pedroza Montoya Fecha de graduacion: agosto 2017
Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Departamento de Bioquimica y Medicina Molecular
Facultad de Medicina

Titulo del estudio:

REPARACION DE LESIONES NERVIOSAS POR XENOINJERTOS ACELULARES
HUMANOS, RECELULARIZADOS CON CELULAS DE SCHWANN EN UN MODELO OVINO

Area de estudio: Terapia Celular e Ingenieria de Tejidos Numero de paginas: 105

INTRODUCCION: Las LNP representan un problema de salud que afecta la situacion
socioecondmica y la calidad de vida del paciente. El autoinjerto, estandar de oro en la
reparacion de LNP con brecha, presenta limitaciones tales como: morbilidad, incompatibilidad
del sitio donante, suministro limitado y posible formacidon de neuromas. Estas deficiencias han
conducido a la busqueda de estrategias alternativas. OBJETIVO: Evaluar la capacidad
regenerativa y funcional de un xenoinjerto de origen humano, recelularizado in vitro con CtS
alogénicas, en una LNP de un modelo ovino; en comparacidn con un autoinjerto.
METODOLOGIA: Se preparé un AA a partir de nervio cadavérico humano que conservo los
componentes de la MEC. A continuacion, el AA se recelularizé in vitro con CMM-TA
diferenciadas a CtS y se injerté en el modelo animal. Finalmente, se comparé la recuperacion
funcional y el grado de regeneracion nerviosa del xenoinjerto recelularizado (XR) vs autoinjerto
(A). RESULTADOS: Se demostrd la descelularizacién del nervio cadavérico mediante la
eliminacién del componente nuclear, los restos celulares y la mielina; asi como del analisis de la
integridad axonal; ademas, se evidenci6 la conservacion de componentes de la MEC como la
LE y las fibras de colageno. Se consiguié un porcentaje de diferenciacion de CMM-TA a CtS de
mas del 60%, evidenciado mediante el marcador S-100. Se llevé a cabo el procedimiento
quirargico para reparar un modelo de lesion en nervio ciatico mediante A (n=6) y XR (n=6). Al
cabo de 6 meses del injerto, los grupos A y XR no presentaron diferencias significativas
respecto a la evaluacion visual. En cuanto al musculo proximal no se observaron diferencias
significativas en la relacion de peso humedo o parametros neurofisioldgicos (latencia, amplitud y
VC), mientras que en el musculo distal se registraron diferencias significativas respecto a la
relacion de peso humedo y en la magnitud de latencia. Sin embargo, en la evaluacion
morfolégica no se observaron diferencias significativas entre los componentes celulares
analizados en ambos grupos experimentales; aunado a esto, la arquitectura nerviosa fue
consistente entre ambos grupos. CONCLUSIONES: 1) Se logré la preparacion de un andamio
acelular, a partir de nervio cadavérico humano, que conserva los componentes de la MEC. 2)
Las CMM-TA diferenciadas in vitro a CtS fueron capaces de recelularizar el xenoinjerto y de
reproducir el microambiente regenerativo del nervio. 3) In vivo, se observé que el efecto
regenerativo y funcional del A y XR fue similar; sin embargo, se requieren mas experimentos,
con una n mayor de animales para evaluar la posible regeneraciéon completa.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

1.1 El sistema nervioso

La funcion esencial del sistema nervioso (SN) es la comunicacion entre los ambientes
interno y externo, que se analizan e integran para producir respuestas coordinadas; la
cual depende de la capacidad de las células nerviosas para recibir estimulos
(excitabilidad) y la propiedad de transmitir la excitacion resultante desde un punto hasta

otro (conductividad)[1].

Para su analisis funcional el SN se organiza en aferente/sensitivo y eferente/motor,
mientras que para su estudio desde el punto de vista anatdmico se ha dividido en
sistema nervioso central (SNC), que comprende el encéfalo y la médula espinal, y
sistema nervioso periférico (SNP), formado por el tejido nervioso que se extiende fuera
del SNC [2] (figura 1). Una de las principales diferencias entre estas divisiones, radica
en que el SNP no se encuentra protegido por huesos o por la barrera

hematoencefalica, lo que permite la exposicidon a toxinas y dafios mecanicos[3, 4].

S’é_ Cerebro
5 }

Médula
Espinal

Nervios
} SNP
Ganglios

Figura 1. Sistema nervioso.
Tomado y modificado de Marieb et al., 2008[5].
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1.2 SNP

1.2.1 Morfologia

El SNP esta conformado por nervios y ganglios que se encuentran fuera del SNC. En
el plano histolégico, destacan dos tipos de células especificas: las neuronas, que
realizan las funciones receptoras, integradoras y motoras del sistema nervioso, y las
células de Schwann (CS), que sostienen y protegen a las neuronas; ademas se
vinculan con los vasos sanguineos y el tejido conectivo, los cuales pertenecen a la
parte inespecifica del SN y sus funciones son exclusivamente metabdlicas o mecanicas
[2, 3].

Neurona

Las neuronas constituyen los elementos estructurales y funcionales del SN, sus
funciones son la recepcion y transmision de impulsos nerviosos. Casi todas las
neuronas se integran por un cuerpo celular, multiples dendritas y un axoén unico [2]

(figura 2).

Dendritas

Axén
2 |

A

Cuerpo celular

Figura 2. Neurona
Tomado y modificado de Marieb et al., 2008[5].

El cuerpo celular o soma, es la proporcion central de la célula en la que se encuentran
inmersos en el citoplasma: el nucleo, las mitocondrias, el aparato de Golgi, los

lisosomas y, en cantidades abundantes, reticulo endoplasmico rugoso y ribosomas
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libres. También se encuentran otras estructuras como las neurofibrillas, neurotubulos,
inclusiones y granulaciones argentafines [2, 3].

Del soma se proyectan las dendritas, prolongaciones especializadas para recibir
estimulos de células sensoriales, axones y otras neuronas. Frecuentemente, las
dendritas se ramifican de tal modo que puedan recibir simultaneamente multiples

estimulos de otras neuronas [2].

Cada neurona posee un axon, prolongacion de diametro variable de hasta 100 cm de
largo, que suele tener dilataciones, conocidas como terminales del axén, en el extremo
o cerca de él. El axon conduce impulsos del soma a otras neuronas, musculos o
glandulas, pero también recibe estimulos de otras neuronas que pueden modificar su
funcion. Al igual que las dendritas, los axones estan ramificados y las terminales del
axon, que también se conocen como bulbos o botones terminales, se aproximan a
otras células para formar una sinapsis, la regién en la que pueden transmitirse los
impulsos entre las células [3]. Esta estructura cambia de nombre, a fibra nerviosa,

cuando se relaciona con las células gliales circundantes.

CS

Las células gliales ejercen funciones de proteccion y apoyo, tanto metabdlico como
mecanico, a las neuronas. En el SN puede haber hasta 10 veces mas células gliales
que neuronas, puesto que éstas si experimentan mitosis, y aunque las células gliales
forman uniones de intersticio entre ellas, no reaccionan a impulsos nerviosos ni los
propagan. Las células gliales que residen de manera exclusiva en el SNP son las CS
[2, 3].

Las CS envuelven a los axones formando dos tipos de recubrimientos, mielinizados y
no mielinizados. La mielina corresponde a la membrana plasmatica de las CS
organizada en una vaina que se envuelve varias veces en el axon. A lo largo de la
longitud del axén se observan interrupciones en la vaina de mielina a intervalos
regulares con exposicion del axoén, llamadas nodos de Ranvier. Cada nodo indica un
interfaz entre las vainas de mielina de dos CS diferentes, situadas a lo largo del axén.

El exterior de las CS se encuentra recubierto por una LE que se sumerge en los nodos
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de Ranvier, después de una lesién nerviosa, ésta guia el nervio en regeneracion hasta
su localizacion [2]. En la figura 3 se ilustra la disposicion de las CS en los axones que

conforman a los nervios periféricos.

Dendrita Region no

mielinizada Region mielinizada

Nicleo

L Nicleo de CS

I Vaina de mielina

+  Ax6n

" Neurofibrillas

| Neurilema

Figura 3. Mielinizacién de los axones por la CS.
Esquema que ilustra la disposicién de las CS en los axones del SNP. Tomado y
modificado de Shier et al., 2006[6].

Estructura de los nervios periféricos

El SNP se encuentra formado por un conjunto de nervios de diversa longitud y calibre
que poseen la funcion de percibir los estimulos de la periferia y de transportar hacia

ésta la respuesta que se origine.

Los nervios periféricos son un conjunto de prolongaciones nerviosas (fibras nerviosas o
axones), asociadas por medio de tejido conjuntivo, que comunican los centros
nerviosos con todos los 6rganos del cuerpo. En su composicion, se encuentran fibras

aferentes, que transportan sefiales sensoriales al cerebro, y fibras eferentes, que
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conducen sefales estimulantes hacia los musculos y glandulas [3]; en su mayoria los
nervios son mixtos, ya que se encuentran conformados por ambas fibras. Desde su
origen, los nervios se dirigen a la estructura anatomica que van a inervar y en su

trayecto se dividen en multiples ramas terminales.

La arquitectura de los nervios periféricos consta de axones organizados en manojos,
llamados fasciculos, que se encuentran agrupados gracias a revestimientos de tejido

conjuntivo:

Epineuro. Capa conjuntiva mas externa de un nervio periférico, rodea y une los
fasciculos nerviosos en un solo haz. Estd compuesto por tejido conjuntivo denso,

principalmente formado por fibras longitudinales de colageno[2].

Perineuro. Corresponde a una fina capa de tejido conjuntivo que envuelve a cada uno
de los fasciculos dentro del nervio. Esta compuesto por tejido conjuntivo denso, posee
un recubrimiento de la superficie interna formado por células epiteliales y lamina
externa (LE). Entre las capas de células epiteliales estan esparcidas fibras de colageno

longitudinales que se entremezclan con algunas fibras elasticas[2, 3].

Endoneuro. Es la capa mas interna de los tres revestimientos, rodea individualmente a
los axones que conforman un nervio. Se compone de tejido conjuntivo laxo que se
integra con una capa delgada de fibras reticulares, fibroblastos, macréfagos residentes,
capilares y células cebadas perivasculares en matriz extracelular (MEC); se encuentra
en contacto con la LE de las CS. Se dispone longitudinalmente entre las CS y el

perineuro[2].

En la figura 4 se esquematiza la arquitectura de un nervio periférico:
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Figura 4. Arquitectura del haz nervioso.
A. Esquema de la estructura de una haz nervioso. B. Fotomicrografia de un corte transversal de
nervio periférico tefiido con hematoxilina y eosina. Tomado y modificado de Gartner et al.,
2008[2].
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1.2.2 Fisiologia
La funcion principal del SN es la comunicacién, que resulta de la respuesta a un
estimulo y su posterior conduccion, y ésta puede efectuarse de dos maneras respecto

a la respuesta de la porcion estimulada del SN, sensorial o motora.

Porcién sensorial. Esta se pone en marcha cuando las experiencias sensitivas
excitan a sus respectivos receptores, ya sean de caracter visual, auditivo, tactil, etc.
Todas estas experiencias sensoriales pueden causar sensaciones instantaneas o

pueden llegar a almacenarse y determinar acciones corporales en el futuro[7].

Porcién motora. La tarea principal del SN consiste en regular las actividades del
organismo, en esencia lo hace mediante tres mecanismos principales: 1) la contraccion
de los musculos esqueléticos, 2) la contraccion de la musculatura lisa de las visceras y
3) la secrecion de sustancias quimicas activas por parte de las glandulas. En conjunto,
éstas se conocen como funciones motoras y los musculos y las glandulas reciben el

nombre de efectores.

Generacién y conduccién de impulsos nerviosos (potencial de accién)

Para que se efectue cualquiera de estas respuestas, sensorial o efectora, es necesario
que el estimulo sea captado y se conduzca hasta el centro nervioso. Esto es posible
gracias al potencial de accion, que se refiere a ondas transitorias que viajan a lo largo
de la membrana de la fibra nerviosa, modificando su distribucion eléctrica, en

respuesta a un estimulo.

En ausencia de un estimulo, la membrana impide que moléculas cargadas difundan
libremente a través de ella, lo cual le permite mantener el potencial de membrana en
reposo. En presencia de un estimulo, este potencial varia en respuesta a cambios de
permeabilidad de la membrana a iones especificos (Na* y K*) y por consiguiente a
cambios en las concentraciones idnicas en los compartimentos intra y extra

celulares][7].

Los cambios de permeabilidad y el establecimiento y cese de corrientes idnicas, refleja

la apertura y cierre de canales iénicos que forman zonas de paso a través de la
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membrana. Estas proteinas responden a los cambios de potencial de membrana. En
un modelo simplificado: durante el potencial de accion, el potencial en reposo se
mantiene gracias al canal de K. En la fase de despolarizacién el canal de Na*
dependiente de voltaje se abre, causando que la permeabilidad del Na* supere la del
K*. Tras unas milésimas de segundo el canal de K" dependiente de voltaje se abre y el
canal de Na* se cierra gradualmente. Como consecuencia, el potencial de membrana

vuelve al estado de reposo (fase de repolarizacion)[7].

La conduccion del impulso nervioso, el desplazamiento del potencial de accion
generado por un cambio en la permeabilidad a iones a lo largo de la membrana del
axon de las fibras nerviosas, se encuentra influenciado por las CS. En las fibras
amielinicas, el impulso se conduce como una onda continua de inversién de voltaje a
una velocidad proporcional al diametro del axén (figura 5.a). En las fibras mielinicas,
las CS actuan como un aislante eléctrico y en los nodos de Ranvier, se produce el flujo
de los iones. En estos nodos la membrana posee una alta concentracion de canales de
Na’ sensibles a voltaje y, en consecuencia, se produce una conduccién saltatoria del
potencial de accién; ya que la inversion del voltaje inducida en el nodo se propaga de
forma rapida y de manera pasiva por el interior del axén hasta el siguiente nodo (figura
5.b) [2]. Por lo tanto, la conduccién en las fibras mielinicas es mas eficiente respecto a

las amielinicas.
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Figura 5. Conduccién del potencial de accién.
Tomado y modificado de Kalat et al., 2004[8]



REPARACION DE LESIONES NERVIOSAS POR XENOINJERTOS RECELULARIZADOS

1.3 Lesion del nervio periférico

Las lesiones de los nervios periféricos (LNP) resultan en la interrupcién parcial o
completa de la fisiologia normal del nervio, generalmente, éstas ocurren de forma
aguda, de manera secundaria a traumatismos. Suelen presentarse en edad productiva
y comprometen la funcionalidad del miembro afectado, limitando las actividades del
sujeto que las sufre; estan asociadas a secuelas psicolégicas, debido a las limitaciones
fisicas que representan y al dolor crénico que ocasionan, y conllevan a pérdidas
econdmicas relacionadas al tiempo de recuperacion, pudiendo resultar en una

incapacidad permanente[9, 10].

La incidencia de estas lesiones se debe esencialmente a que los nervios periféricos
son estructuras que se disponen en planos anatdomicos superficiales, lo que los hace
especialmente vulnerables a agentes externos. Ademas de los traumatismos, los
principales mecanismos de lesion son: las heridas incisas, traccion, isquemia
prolongada, quemaduras, congelaciones, radiaciones, lesiones eléctricas y vibracion

sostenida en el tiempo[11].

En México, especificamente en Monterrey, Nuevo Ledn, se estima que hay una
incidencia del 1.12% de LNP. Las extremidades superiores representan la localizacién
con mayor frecuencia de lesién y la violencia se posiciona como la principal causa

asociadal9].

1.3.1 Clasificacion de las LNP

Las LNP por lo general se describen utilizando los esquemas de clasificacion de
Sunderland o Seddon. Seddon distingue tres grados: neuroapraxia, axonotmesis y
neurotmesis[12]; mientras que Sunderland subdivide esta clasificacién en cinco grados
de dafio de acuerdo con la continuidad de los distintos compartimentos de los nervios

(endoneuro, perineuro y epineuro) (tabla 1)[13].

10
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Tabla 1. Clasificacion de Sunderland y de Seddon de las LNP

[10, 14]
Clasificacion de Clasificacion Estructuras lesionadas Estructuras
Sunderland de Seddon intactas
Grado | Neuroapraxia No hay lesion estructural Todas
Endoneuro
Grado Il Axonotmesis Axones Perineuro
Epineuro
Grado Il Axonotmesis EAxones Per'lneuro
ndoneuro Epineuro
Axones
Grado IV Axonotmesis Endoneuro Epineuro
Perineuro
Todas:
Axones
Grado V Neurotmesis Endoneuro Ninguna
Perineuro
Epineuro

1.3.2 Degeneracion walleriana y regeneracién nerviosa

El objetivo en el tratamiento de LNP es permitir y favorecer el proceso de regeneracion
axonal, por lo cual resulta fundamental el conocimiento de los procesos bioldgicos
implicados, para asi favorecer el paso de los brotes axonales a través de la zona de
lesién, hasta alcanzar el tejido diana, y con ello la recuperacion funcional sensitiva y/o

motora.

En las LNP en las que se presenta una disrupcién anatémica de los fasciculos
axonales o del tronco nervioso completo, se produce un proceso de degeneracion
axonal anterégrada y retrograda conocida como degeneraciéon walleriana (DW)[15].
Esta se conforma por un conjunto de hallazgos histolégicos que ocurren a nivel de los
cabos nerviosos donde se produce la lesion y se tiene como objetivo la formacién de
nuevos brotes axonales que lleguen a contactar con las estructuras axonales del cabo
distal[10]. Después de la LNP, la porcién distal comienza a degenerar como resultado
de la actividad de proteasas y de la interrupcién del flujo axoplasmico desde el soma
neuronal[16]. Como resultado, el citoesqueleto se desorganiza, la membrana celular se
lisa y las CS del extremo distal se despojan de los lipidos de la vaina de mielina.
Después de la degeneracion axonal las CS y macrofagos, residentes e infiltrados[17],

se encargan de realizar la limpieza de los restos de mielina inhibitorios[18].

11
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Posterior a la degeneracion, comienza la regeneracién y ésta se inicia en el extremo
proximal y continia hacia el muion distal. Generalmente nuevos brotes axonales
emanan de los nodos de Ranvier. La reinervacion funcional requiere que los axones se
extiendan hasta llegar a su objetivo distal, en los seres humanos la regeneracién de
axones se produce a un ritmo de hasta aproximadamente 1 mm por dia[19]. Cuando
se tratan lesiones con pérdidas significativas de tejido, pueden ser requeridos injertos

que permitan la reinervacion apropiada.

La regeneracion en el SNP es soportada por las CS. Estas, son un tipo de células
regenerativas que pueden transdiferenciarse en respuesta al dano del nervio como
parte de la DW, perdiendo su fenotipo mielinizante y convirtiéndose en células
reparadoras[17]. Las CS indiferenciadas pueden proliferar y rediferenciarse durante el
proceso de reparacion; esta respuesta es importante para la regeneracion exitosa de
las LNP (neuropraxia y axonotmesis, pero no en la neurotmesis)[20]. Promueven la
adhesion celular, proliferacion, mielinizacion del axén y la secrecidn de factores de
crecimiento, ademas durante el desarrollo del nervio y el proceso de regeneracion, las
CS depositan MEC, compuesta de diversas macromoléculas como colageno, laminina
y proteoglicanos. La MEC provee un soporte fisico-estructural para el componente
celular del tejido e inicia las sefales bioquimicas y biomecanicas requeridas para la

morfogénesis, diferenciacion y homeostasis tisular[21].

1.4 Enfoques clinicos en el tratamiento de LNP

Las LNP son una condicién comun en la practica clinica, ya que a pesar de los grandes
avances en las técnicas de microcirugia para su reparacion, aun representan uno de
los problemas mas desafiantes de reconstruccion en el campo de la medicina
regenerativa. El éxito del tratamiento de las LNP depende de algunos factores
limitantes, tales como: la edad, la herida misma, el sitio de la lesion, el tiempo entre la
lesién y la intervencion quirdrgica, y la técnica microquirurgica de reparacion. A su vez,
la técnica microquirdrgica dependera de la etiologia del dafio nervioso, una vez que se
determina el sitio (proximal o distal al cuerpo de la célula) y la extensién de la lesién

(pérdida nula, minima o significativa de un segmento de nervio). Actualmente se
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encuentran disponibles diversas técnicas de microcirugia para la reparacion nerviosa:
de coaptacion de extremos (aproximacion de los extremos nerviosos) de extremos, las
técnicas de puenteo de los defectos de nervio: 1) injertos de nervio (autoinjerto,

aloinjerto y xenoinjerto) y 2) conductos nerviosos (sintéticos y bioldgicos) (figura 6)[22].

Coaptacion término-terminal

Auto- alo- xeno- injerto

Tubulizacién

Figura 6. Técnicas microquirdargicas en ensayos clinicos y experimentales.
La coaptacion término-terminal es un método microquirdrgico sin tensién, indicado cuando no
hay pérdida de tejido, mientras que los injertos y los métodos de tubulizacion microquirurgica
estan indicados cuando hay pérdida significativa de tejido y la coaptacion de los extremos
nerviosos no es posible sin tensién. Todos los procedimientos requieren suturas epineurales
para la fijacion de los extremos nerviosos entre si, al injerto o a los conductos nerviosos
biodegradables. Tomado de Oliveira et al., 2016[22].

1.4.1 Injertos nerviosos

Actualmente en LNP graves con brecha, debida al desbridamiento o al propio trauma,
que dejan un espacio entre los extremos nerviosos e impiden su aproximacion sin
tension, el estandar de oro para su reparacion es el injerto autélogo (autoinjerto). El
autoinjerto proporciona CS, moléculas de adhesion y componentes de la MEC, como la
LE que recrea el microambiente del nervio nativo. Los nervios sensoriales se utilizan
con mayor frecuencia como donantes, en particular el nervio sural. Sin embargo, hay
evidencia de que las neuronas sensoriales y motoras poseen diferentes fenotipos de
CS, lo que sugiere que si éstas son colocadas en el microambiente incorrecto se
podria limitar su capacidad regenerativa[23]. Ademas, la arquitectura de los nervios

sensoriales y motores con respecto al tamafno de los tubos de LE de las CS es
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diferente, lo que puede desempefiar un papel importante en la regeneracion nerviosa
de un modelo mixto[24]. Algunos autores proponen la recoleccion de nervios
sensoriales donantes de la misma area quirdrgica para intentar evitar una segunda
intervencion[25]. Sin embargo, el autoinjerto aun tiene algunas limitaciones, tales como
morbilidad, incompatibilidad del sitio donante, suministro limitado y posibles neuromas

que resultan dolorosos para el paciente.

Cuando la brecha excede la longitud de autoinjerto disponible, un aloinjerto de nervio
cosechado de un donante cadavérico representa una alternativa para trasplante. El
aloinjerto del nervio no implica los inconvenientes asociados con el autoinjerto,
estandar de oro. Sin embargo, un punto a considerar sobre el uso de éste, es la
inmunogenicidad que provoca el rechazo del tejido. Hay dos formas principales de
evitar la inmunogenicidad: mediante la administracion de agentes inmunosupresores o

la descelularizacion del aloinjerto nervioso.

Agentes inmunosupresores. Entre los agentes inmunosupresores disponibles, el
FK506 (Tacrolimus) se utiliza a menudo. Se ha presentado evidencia de que éste
ejerce acciones neuroprotectoras y neurotréficas en modelos experimentales,
aumentando el alargamiento de las neuritas y acelerando la tasa de regeneracion
nerviosa[26]; aunque posee efectos adversos potencialmente graves como infecciones,
neoplasias, toxicidad y trastornos metabdlicos[27].Las terapias basadas en
anticuerpos, que inducen la ausencia de respuesta inmune, representan una alternativa
a la inmunosupresion no especifica. Aunque la administracion de anticuerpos previene
el rechazo y permite la regeneracion mediante el empleo de aloinjertos nerviosos, el
efecto es transitorio debido a la restauracion de la inmunocompetencia poco después

de la suspension de la terapia[28].

Descelularizacion. Los métodos de descelularizacidon empleados a menudo en la
preparacion de aloinjertos nerviosos son: la irradiacién, congelacién-descongelacion,
liofilizacion, criopreservacion, decelularizacion con detergentes o una combinacion de
ellos. Aunque los componentes celulares se eliminan mediante estos métodos, se

conservan la arquitectura nerviosa y las sefales de guia (MEC), como la laminina.
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Ademas de la administracion de agentes inmunosupresores y de los métodos de
descelularizacion, las células madre derivadas de tejido adiposo (CMM-TA) han
adquirido considerable atencion en el campo de la medicina regenerativa, debido a su
funcion paracrina inmunomoduladora y reparadora[29]. Por lo tanto la combinacion de
CMM-TA vy aloinjertos nerviosos puede facilitar la supervivencia a largo plazo del
aloinjerto y mejorar la regeneracién del nervio; por ejemplo, en un estudio se
administraron CMM-TA en xenoinjertos de nervio acelular y produjeron una depresion

transitoria de la proliferacién de linfocitos CD4°[30].

1. 5 La MEC como un andamio biolégico

La MEC es el sustrato natural que proporciona una estructura de soporte y un sitio de
unién para las células, ademas proporciona una sefial biolégica que juega un papel
importante y tiene un impacto significativo en la adhesion celular, la migracion, la
proliferacion, la diferenciacién y la expresidon génica. En el tejido nervioso periférico, la
MEC contiene una gran variedad de macromoléculas, tales como colageno (I, I, 1V,
V), laminina, fibronectina, proteoglicanos de condroitin sulfato y otros factores
nerviosos[31-34]. En el proceso de regeneracion del nervio periférico, la MEC del tejido
nervioso, constituida por estas macromoléculas depositadas entre las células,
constituye el microambiente para el crecimiento de las CS, que tienen un papel

importante en la regeneracion nerviosa.

1.5.1 Papel de los componentes de la MEC en la regeneracion nerviosa

periférica

Colageno

El colageno se refiere a proteinas estructurales que se requieren para el montaje y la
organizacién normal de la MEC[31]. La MEC en los nervios se compone principalmente
de colageno tipo I, aproximadamente en un 90%[35], lo cual lo ha convertido en un
material de uso comun en la ingenieria de tejidos nerviosos. Ademas, como material de

reparacion para los nervios dafnados, muestra buena biocompatibilidad[36].
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Stang et al. implantaron CS en la superficie interna de un tubo de colageno | / lll, 7 dias
mas tarde, estas células se adherian, sobrevivian y proliferaban en la superficie interna
de los conductos[37]. Ademas, en otro estudio se utilizaron un conducto de colageno y
uno de silicon para unir un modelo de lesién de 10 mm vy los resultados se evaluaron
mediante inmunohistoquimica e histomorfometria, en puntos temporales de 4 y 8
semanas. Los resultados indicaron que el conducto de colageno, promovié una mayor
regeneracion axonal, mielinizacidon y vascularizacion en comparacion con el tubo de
silicon[38].

Laminina

La laminina es un componente prominente en la MEC del nervio periférico que mejora
el crecimiento axonal in vivo e in vitro. En el SNP, la laminina es producida
principalmente por las CS y estda ampliamente distribuida a lo largo de la superficie
celular en una banda continua. Es un componente omnipresente de la estrecha red de
glicoproteinas, colageno IV y proteoglicanos en las membranas basales[39-45]. La
laminina esta presente principalmente en el endoneuro y el perineuro del nervio

periférico[39].

Las isoformas de laminina difieren en su expresion celular y tisular, asi como en su
capacidad para apoyar la union celular, la diferenciacion y el crecimiento[46]. Durante
la reparacion del nervio periférico, algunas lamininas y sus receptores en el sistema
nervioso, estan regulados positivamente. Se ha observado que las lamininas (-1, -2, -8,
-10) y sus receptores (Integrina a3B1, a7B1, a6B1, DG, agrina), asi como la via de
sefalizacién desencadenada, juegan un papel importante en la regeneracidon nerviosa

periférical47].

En la ingenieria de tejidos, la laminina suele combinarse con otros materiales
(colageno, quitosano, etc.) para promover la reparacion del nervio[48, 49]. Sin
embargo, puesto que esta ampliamente disperso en el SNP, la laminina podria ser un
objetivo adecuado para el suministro de factores neurotroficos exdégenos para reparar

la lesidon nerviosa.
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Fibronectina

La fibronectina es una glicoproteina asociada a la superficie celular y uno de los
principales componentes de la MEC. Contiene tres tipos de homologia de secuencia
(tipo I, 11, 1) organizadas en un dominio estructural con sitios de interaccion para otras
moléculas de la MEC y glicoproteinas de superficie celular[50]. La fibronectina tiene
diferentes dominios funcionales que se unen directamente a varias moléculas, como
fibrina, colageno y heparina[51]. La fibronectina contiene al menos dos dominios que
apoyan la adhesion celular, las neuronas del SNP pueden extender neuritas en ambos

dominios[52].

En los nervios periféricos, la fibronectina producida por las CS esta escasamente
distribuida a lo largo de la superficie celular y se encuentra predominantemente en el
perineuro. Las CS tienen un papel importante en la regeneracion de los nervios
periféricos y la fibronectina puede promover el crecimiento y la motilidad de éstas[53],

por lo tanto la fibronectina puede mejorar los resultados de la reparacion de LNP.

Proteoglicanos de condroitin sulfato

Los proteoglicanos de condroitin sulfato (PCS) son componentes importantes de la
MEC vy estan implicados en la regulacion del crecimiento axonal. En el SNP, los PCS
se encuentran principalmente en la LE de las CS y en la MEC alrededor de las fibrillas
de colageno[54]. Con la remodelacién de la MEC después de la LNP, la regeneracion
nerviosa implica un aumento en las moléculas que promueven el crecimiento axonal y
la eliminacion de moléculas inhibidoras. Por otra parte, Zuo et al. encontraron que los
PCS de Schwannoma (tumor benigno compuesto por CS) y de las CS se unieron e
inhibieron la actividad promotora de neuritas de la laminina[55]. Después de la LNP, los
PCS inhibidores de las neuritas son abundantes y se acumulan rapidamente en el
tejido endoneural que rodea las LEs de CS[56]. Por lo tanto, el aumento del nivel de

PCS después de la LNP juega un papel negativo en la regeneracion nerviosa.
En la ingenieria de tejidos de nervios, los andamios se tratan con condroitinasa ABC

para mejorar la regeneracion nerviosa. Krekoski et al. trataron injertos nerviosos

acelulares con condroitinasa ABC y mediante inmunocitoquimica (ICQ) demostraron
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que los PCS se degradaban a fondo a través de los segmentos nerviosos tratados. Los
nervios acelulares tratados con condroitinasa se usaron en un modelo de lesidn
nerviosa de rata y la regeneracion axonal en los injertos se evalu6 4 y 8 dias después
de la implantacion por ICQ; los hallazgos indican que el tratamiento con condroitinasa
mejoré las propiedades promotoras del crecimiento de los injertos de nervios

acelulares[57, 58].

Los componentes de la MEC del nervio periférico desempefian papeles de soporte
estructural y transduccion de sefiales, que son positivos o negativos para la
regeneracion nerviosa. Los andamios acelulares pueden mantener la mayor parte de
los componentes de la MEC y mostrar un buen rendimiento en la reparacién del nervio.
Se propone que los injertos 0 andamios de nervios acelulares serian una de las

mejores opciones para reparar los lesiones con brecha del nervio periférico[47].

1.5.2 Injertos de nervio descelularizado

Entre los componentes de la MEC, el colageno proporciona principalmente soporte
estructural para guiar la extension de neurofilamentos; la laminina, la fibronectina, los
PCS vy los factores neurotréficos actian como promotores o inhibidores,
desempefando diferentes papeles en la regeneracion nerviosa. En el tejido del SNP,
los antigenos de aloinjerto se encuentran principalmente en las CS y en la vaina de
mielina. A través de un proceso de descelularizaciéon quimica es posible eliminar
ambos componentes y conservar el colageno (epineuro, perineuro y endoneuro) y la
LE de la CS [59]. El disefio de un andamio descelularizado 6ptimo debe contar con 3

caracteristicas principales: composicion, estructura y disposicion de las fibras.

Los andamios acelulares estan compuestos de MEC nerviosa y poseen la arquitectura
tridimensional de extensidon-guia del axdon. Ademas, la fibra de colageno de estos
andamios posee una disposicion ordenada. Esta caracteristica hace del andamio

nervioso acelular un material 6ptimo para la reparacién nerviosa.

Estos andamios se han utilizado para reparar LNP durante mucho tiempo, sin

embargo, no funcionan tan bien en comparacion con el autoinjerto. Muchos
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investigadores han mejorado la reparacién mediada por andamios acelulares a través
de la adicién de factores o células. El factor basico de crecimiento de fibroblastos
(bFGF) ha mostrado un buen desempefio en la mejora del trasplante de nervio
acelular[60]. De forma similar, se han afiadido el factor de crecimiento de hepatocitos y
el factor de crecimiento nervioso (NGF) a los injertos para mejorar la regeneracion

nerviosa[61, 62].

1.6 Descelularizacion de tejido nervioso

Bajo el concepto de inmunocompatibilidad entre receptor y donador, se han
desarrollado técnicas para evitar el proceso de inmunosupresion, ya que éste abre las
posibilidades de una infeccion oportunista, una neoplasia y/o de desencadenar un
efecto secundario por toxicidad farmacolégica[63, 64]. La descelularizacion de nervios
pretende eliminar los componentes celulares, siendo un atractivo medio de eludir estas

limitaciones mediante la reduccion de la inmunogenicidad del injerto.

Actualmente se encuentran disponibles multiples métodos para la preparacién de
injertos acelulares de tejido nervioso de donantes alogénicos, incluyendo preservacion
en frio, congelacién-descongelacién, irradiacion y tratamiento con detergentes[65-69].
Todas las técnicas convergen en 1) reducir la inmunogenicidad del injerto por
eliminacion de los componentes celulares, y 2) mejorar la capacidad de regeneracién a

través de la conservacion de la MEC.

1.6.1 Descelularizaciéon con detergentes

En 2013, Szynkaruk et al. [70] analizaron diversos métodos de descelularizaciéon con
base en evidencias clinicas y experimentales, entre estos métodos se encontraban:
preservacion en frio, congelacién-descongelacién, irradiacion y tratamiento con
detergentes. A través del estudio se observd que, a pesar de que la descelularizacion
por detergentes presenta mayor complejidad y conlleva mayor tiempo de preparacion

en el andamio; era el unico método que lograba eliminar el componente celular,
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proporcionando un producto inmunolégicamente inerte y con una capacidad

regenerativa superior a los otros métodos.

Actualmente los aloinjertos preparados con detergentes se encuentran comercialmente
disponibles para uso clinico en seres humanos. La preparacion de injertos de nervio
acelular con detergentes fue iniciada por Johnson y cols. [67], utilizando nervios
humanos triturados en agitacién con detergentes como Triton X-100 y desoxicolato de
sodio, y refinada por Sondell[68].Estudios in vivo de injertos acelulares de 1 cm,
demostraron que estos se encontraban bien integrados en el huésped, mostraban

tolerancia inmune y apoyaron la regeneracion del axon[68].

Posteriormente, Hudson y cols. optimizaron un protocolo basado en detergentes, en su
evaluacién morfolégica sistematica de un andamio nervioso acelular e implementaron
una escala de clasificacion histologica de cinco puntos con base en varios criterios
morfolégicos de preservacion de la MEC[71]. La integridad de la LE fue superior en el
injerto preparado con una nueva combinacién de tres detergentes: Tritdbn X-200,
sulfobetaina-16 y sulfobetaina-10, en comparacion con los dos detergentes utilizados
previamente por Sondell. Estos injertos acelulares optimizados mostraron un potencial
de regeneracion mas fuerte que el protocolo anterior de Sondell[67, 71]. Las
densidades de axén de Hudson fueron significativamente mas altas que las de Sondell
y los aloinjertos tratados con congelacion-descongelacion. La evaluacion de la
recuperacion funcional mediante el indice funcional ciatico a 1 afo, proporcioné apoyo
adicional a la superioridad del injerto optimizado[72].El protocolo refinado de Hudson et
al. logro la eliminacién de restos celulares y el mantenimiento de la MEC. El método
de Hudson en combinacién con el tratamiento de condroitinasa ABC, para eliminar el
condroitin-6-sulfato que inhibe la regeneracién, condujo a la comercializacion del

aloinjerto clinico Avance de AxoGen[73].

1.7 Injertos de MEC de nervio recelularizado

La diferencia sustancial entre los injertos acelulares y los autélogos son las CS, factor

clave en la regeneracién del nervio periférico. Las CS mejoran la reparacién de los
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nervios periféricos, sin embargo los recursos limitados y el rechazo del aloinjerto

restringen su uso[74].

Las células madre mesenquimales (CMM) han sido exitosa y ampliamente utilizadas en
materia de reparacion nerviosa, esto se debe a que presentan una serie de
caracteristicas que aportan los componentes ideales para organizar la regeneracion
nerviosa. Las CMM poseen la cualidad de tener un caracteristico crecimiento
adherente y expansion in vitro, ademas de que ofrecen la posibilidad de su
caracterizacion a través de varios marcadores tanto de seleccidn positiva como
negativa. A la par de estas caracteristicas las CMM presentan dos propiedades que las
consagran para su uso en la reparacion nerviosa: 1) pluripotencia, la cual les confiere
la capacidad de diferenciarse a diversos linajes celulares tales como adipocitos,
osteoblastos, condrocitos, miocitos, neuronas y células gliales; y 2) funciones
paracrinas, que ejercen sobre las células y tejidos adyacentes, que van desde la

inmunomodulacion y antiapoptosis, hasta el crecimiento celular[75].

Entre los tipos de células madre, las células estromales de médula 6sea (CEMO) han
sido ampliamente estudiadas. Los aloinjertos nerviosos acelulares implantados con
CEMO han mostrado una buena capacidad para puentear los defectos nerviosos
periféricos[76-78]. Sin embargo, a causa de que las CEMO autdlogas se cosechan por
aspiracion de la médula 6sea, lo que causa sufrimiento al paciente, y que la capacidad
de proliferacion y numero de CEMO disminuye con el envejecimiento, la investigacion
se ha enfocado en otras fuentes de células madre para realizar una cosecha menos
invasiva. Tales fuentes incluyen tejido adiposo, piel, foliculos capilares y cordén
umbilical humano[79]. El cuerpo humano es rico en tejido adiposo y las CMM-TA
pueden aislarse facilmente en grandes cantidades a partir de tejido adiposo autélogo.
Se han construido injertos nerviosos con nervios acelulares alo/xeno-génicos y CMM-
TA autdlogas para reparar defectos nerviosos; lo cual representa un area de
oportunidad prometedora para reemplazar al autoinjerto en la reparacion de LNP [33].
Diversos estudios apoyan el empleo de CMM en la reparacion de lesiones nerviosas,
evidenciando que los injertos recelularizados demuestran una capacidad de

regeneracion axonal y funcidén nerviosa equiparable al autoinjerto[80-84].

21



REPARACION DE LESIONES NERVIOSAS POR XENOINJERTOS RECELULARIZADOS

Adicionalmente, otros trabajos de investigaciéon, demuestran que los injertos
recelularizados han tomado auge gracias al impacto de los resultados en los modelos
animales de experimentacion[80, 82-84]. Actualmente este procedimiento se realiza
con CMM que han sido previamente diferenciadas in vitro a CS y se ha evidenciado
que la regeneracién axonal, la remielinizacion y la funcién nerviosa son mas eficientes
en los injertos recelularizados con CS, en comparacion con el uso exclusivo del
andamio de MEC, el andamio recelularizado con CMM-TA vy el autoinjerto. Lo anterior
se debe a las caracteristicas intrinsecas de estas células; ya que, como se ha tratado
anteriormente, guian y soportan la reparacién, contribuyendo al ambiente permisivo

para el crecimiento y la regeneracién axonal.

1.8 Respuesta inmune

1.8.1 Injertos de MEC

Las secuencias de aminoacidos y la estructura cuaternaria de muchos de los
componentes de la MEC de mamiferos, como el colageno, se encuentran altamente
conservados entre especies[85]. Este alto grado de homologia de secuencias es una
de las razones por las cuales la MEC alogénica o xenogénica, puede funcionar como

andamio sin incitar una respuesta inmune inflamatoria destructiva.

La preparacion de andamios de MEC para su uso terapéutico, implica la
descelularizacion del tejido. La ausencia del componente celular y, por tanto, la
ausencia de todos los epitopes celulares asociados, presenta un tipo de "injerto de
tejido" significativamente diferente al que se presenta tipicamente con injertos
autégenos, alogénicos o xenogénicos de 6rganos enteros. La muerte de las células
asociadas con cualquier injerto de tejido se acompafa de la liberacion de productos
celulares que provocan inflamacion y de las respuestas locales y sistémicas previsibles
asociadas y bien estudiadas. Un andamio de MEC contiene sélo las proteinas
constitutivas de ésta y sus productos de degradaciéon como estimulos potencialmente
antigénicos o inflamatorios. Las respuestas inflamatorias e inmunoldgicas a la MEC

solo son claramente diferentes de las observadas cuando las células estan incrustadas
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dentro de la MEC, la muerte celular y los restos celulares son componentes de la

respuesta del huésped[86].

Se ha demostrado que la descelularizacion quimica por detergentes, elimina todas las
células y degrada cualquier resto de acido nucleico mayor a 300 pares de bases,
dejando los factores de crecimiento constitutivos tales como bFGF y VEGF

biolégicamente activos[87].

1.8.2 CMM

El fenotipo inmune de las CMM (ampliamente descrito como MHC I, MHC II', CD40",
CD807, CD86") se considera no inmunogénico y, por lo tanto, su trasplante a un
huésped alogénico puede no requerir inmunosupresion. EI MHC | puede activar a las
células T, pero, con la ausencia de moléculas coestimuladoras, no se compromete una
sefal secundaria, dejando a las células T en un estado anérgico[88]. Muchos estudios
también le han atribuido propiedades inmunosupresoras a las CMM, especificamente
la capacidad de modular funciones de las células T, incluyendo la activacién celular[89,
90]. Esta supresion parece ser independiente de la correlacion de MHC entre las CMM
y células T. Algunos informes han demostrado que el contacto directo célula-célula es
necesario para la supresion[91], mientras que otros han demostrado que la actividad
supresora depende de un factor soluble[89, 92]. También se ha demostrado que las
CMM poseen propiedades inmunomoduladoras que deterioran la maduracién y la
funcion de las células dendriticas y que las CMM humanas inhiben la proliferacion,
diferenciacion y quimiotaxis in vitro de las células B humanas[93-96]. Ademas se ha
observado que las CMM también pueden afectar las funciones de neutréfilos y
macréfagos, mediante la inhibicion de la apoptosis de reposo y las células

activadas[97].

En resumen, las CMM modulan diversos aspectos de la inmunidad innata y adaptativa,
ejerciendo funciones inmunomoduladoras, tanto in vivo como in vitro, en un amplio
rango de células inmunocompetentes, incluyendo las células presentadoras de

antigenos, linfocitos T, linfocitos B y células NK[75, 98-100].
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1.8.3 CMM diferenciadas a CtS

La terapia celular autéloga es una técnica que ha sido exitosamente empleada, utiliza
las células de un individuo, éstas se cultivan y se expanden fuera del cuerpo y se
reintroducen en el donante. Las ventajas de este enfoque incluyen la minimizacion de
riesgos derivados de reacciones inmunolégicas sistémicas, bio-incompatibilidad vy
transmisién de enfermedades asociadas con injertos o células no cultivadas del
individuo[101].

En modelos experimentales, defectos de nervios periféricos han sido eficientemente
tratados con andamios nerviosos (alogénicos y xenogénicos) recelularizados con CMM
autélogas y diferenciadas a CS [33, 80-83]. Mientras tanto, Hermanns y cols.
analizaron la inmunogenicidad y la supervivencia de suspensiones de CS alogénicas y
xenogénicas implantadas en la lesién de una fibra del SNC en ratas Wistar [102]. En
este estudio los resultados demostraron que no hay reacciones inmunes en curso
marcadas para las suspensiones implantadas de CS heterogéneas y que la
supervivencia a largo plazo de CS de especies cruzadas se puede lograr en ausencia
de cualquier tratamiento inmunosupresor. En otro estudio, Mosahebi y cols.
compararon los efectos de un trasplante alogénico de CS contra uno singénico en la
reparacion de una LNP sin inmunosupresion[103] y se evidencio que las CS alogénicas
mejoraron la distancia de regeneracion axonal y no condujeron a una respuesta

inmune deletérea.
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CAPITULO Il. ANTECEDENTES

En 1998, Sondell et al.[68] desarrollaron un método de descelularizacién que consistia
en lavados con agua desionizada y detergentes (Triton X-100 y desoxicolato de sodio)
bajo el cual se logré evidenciar, con base en pruebas morfoldgicas, la descelularizacién
de tejido nervioso y la conservaciéon de los componentes de la MEC. A través del
tiempo, diversos investigadores en el campo de la reparacion de LNP, han seguido
implementando exitosamente esta técnica en la preparacion de andamios nerviosos

para su posterior injerto en modelos animales experimentales [80, 83, 84].

En 2010 Yang et al.[104] llevaron a cabo la preparacion de un andamio acelular (AA) a
partir de nervio de origen humano, mediante el protocolo de descelularizacion de
Sondell et al. En este mismo afio, Muir et al. emplearon el método de descelularizacion
de Sondell optimizado por Hudson et al.[71] y lo enriquecieron con el tratamiento de
condroitinasa ABC, para eliminar el condroitin-6-sulfato que inhibe la regeneracién.

Esto condujo a la comercializacion del aloinjerto clinico Avance de AxoGen[73].

A partir de estos hallazgos, diversos grupos de investigacion en China y Estados
Unidos de América han implementado exitosamente esta clase de andamiaje en el
ambito clinico. En 2012 Brooks et al. realizaron un estudio con aloinjertos clinicos
Avance de AxoGen en 74 pacientes, reconstruyendo nervios sensoriales, motores y
mixtos con brechas de entre 5 y 50 mm. En este trabajo, se alcanzaron niveles de
recuperacion significativos en el 87% de los sujetos con reportes cuantitativos;
respecto al tipo de nervio se observé recuperacion funcional en el 89% de los nervios
sensoriales, 77% en mixtos y 86% en lesiones de nervio motor [105]. Mientras que en
2015 Li et al.[106] trataron un total de 15 casos con 18 defectos nerviosos digitales,
mediante los aloinjertos de nervio acelular humano, producidos por la compafia de
servicios meédicos Guangzhou Zhongda en China. Con aloinjertos de la misma
compaifiia, en el 2016, Zhu et al.[107] le dieron seguimiento a un total de 64 pacientes
después de la reparacién de brechas de 10-60 mm de longitud en la mano y la
extremidad superior y encontraron que esta estrategia es eficaz para reparar defectos

de brecha corta, en especial para una distancia <30mm.
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En este mismo ambito, la terapia celular aplicada en injertos nerviosos acelulares, para
la reconstruccion de defectos nerviosos, ha sido ampliamente estudiada en modelos
animales de experimentacion. Para ello, como se ha mencionado anteriormente, se
han empleado CMM y CMM diferenciadas in vitro a CS. Este tipo de terapia se ha
aplicado con el afan de igualar y/o mejorar los resultados que brinda el autoinjerto,
estandar de oro en la reparacion de LNP, y de mitigar sus deficiencias. En el afio en
curso (2017) Zachary et al. reportaron por primera vez, la reconstruccién de 2 defectos
en nervio ciatico por autoinjerto suplementado con CS autdlogas, a largos tiempos de
seguimiento (12 y 36 meses), ambos pacientes mostraron mejoria significativa tanto en
la funcién motora como sensorial. Este estudio demostré la seguridad preliminar y la

eficacia del trasplante de CS para la reparacion de s[108].

A pesar de que actualmente, en paises como China y Estados Unidos de América, ya
se encuentran a la venta aloinjertos de nervio humano descelularizado para su uso
clinico, éstos no estan disponibles en nuestro pais y el costo que implicaria su

importacién seria muy elevado.

Con base en lo anterior, nuestro equipo de investigacion se ha enfocado en el estudio
de reparacion de LNP a partir del uso de terapia celular e injertos de MEC. EIl primer
acercamiento de nuestro grupo se centré en lograr la diferenciacion de CMM-TA a
células tipo Schwann (CtS), mediante su interaccion con factores de crecimiento[109].
Posteriormente, se llevd a cabo un estudio en el cual un grupo de ratas Wistar fue
sometido a la reparacién de una brecha de 15mm en una lesion del nervio ciatico. Esto
se llevé a cabo mediante aloinjertos de MEC, que fueron preparados siguiendo una
modificacion del protocolo de descelularizacion propuesto por Sondell et al.[68]. En el
estudio se analizaron los siguientes grupos: 1) Sham, 2) Autoinjerto, 3) Aloinjerto de
MEC y 4) Aloinjerto de MEC recelularizado con CMM-TA alogénicas diferenciadas in
vitro a CtS. Al cabo de 15 semanas, en el analisis funcional, se observé una tendencia
de mejoria en los grupos 3 y 4, superiores al autoinjerto (grupo 2) (figura 7). Respecto
a los hallazgos morfoloégicos analizados, se observé que los grupos 3 y 4 presentaron
una diferencia estadisticamente significativa respecto a la remielinizacién en el cabo
proximal; y en el cabo distal, los grupos 2 y 3 evidenciaron una remielinizaciéon menor
en comparacion con el grupo control, mientras que la diferencia frente al grupo 4 no

fue estadisticamente significativa. Aunado a este analisis, se compard la
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remielinizacién en el cabo distal de los grupos experimentales 3 y 4 respecto al
estandar de oro (grupo 2) y se observd que el grupo 4 presenté una diferencia
estadisticamente significativa; lo cual demuestra la superioridad regenerativa del

aloinjerto recelularizado, bajo estas condiciones experimentales [110, 111].

Functional Assessment
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Figura 7. Patrones del indice funcional ciatico tras 15 semanas de estudio
Tomada de Garcia-Pérez et al., 2016

Los alentadores resultados de nuestro grupo de investigacién incentivan la iniciativa de
traer esta tecnologia a la clinica mexicana; ademas, el Hospital Universitario “José E.
Gonzalez” cuenta con el Banco de Hueso y Tejidos, y este servicio podria ser clave en
la produccién y aplicacion de aloinjertos de MEC de nervio humano en el ambito clinico
a nivel nacional. Sin embargo, previo a su aplicacion clinica, aun es necesario escalar
el modelo experimental a animales mas grandes para corroborar su seguridad y

eficiencia antes de probarlos en la clinica.
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CAPITULO lll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las LNP representan un problema de salud que afecta la situacion socioeconémica y la
calidad de vida del paciente. El autoinjerto, estandar de oro en la reparacién de LNP
con brecha, presenta limitaciones tales como: morbilidad, incompatibilidad del sitio
donante, suministro limitado y posible formacién de neuromas; estas deficiencias han
conducido a la busqueda de estrategias alternativas.

El empleo de un andamio descelularizado, que conserve la MEC, en la reconstruccion
de LNP con brecha, se ha figurado como un campo prometedor, puesto que elimina
las deficiencias del estandar de oro y su capacidad regenerativa ya ha sido
comprobada. Sin embargo, a pesar de que ya se encuentran comercialmente
disponibles aloinjertos de MEC para su uso clinico, estos no estan disponibles a nivel
nacional y su importacién representaria un incremento significativo en los costos
asociados al tratamiento; derivando en un obstaculo entre el paciente y su calidad de
vida. Asimismo, aunque la fuente de obtencién de injertos es cadavérica, esto sigue
representando una fuente limitada respecto al niumero de donadores y la demanda en
materia de reparacion.

Por otra parte, la implementacion de terapia celular con CS autélogas ya ha sido
exitosamente probada, sin embargo; la cosecha de estas células requiere de una
biopsia de nervio autélogo, lo que requiere de una biopsia de nervio del mismo
paciente, mostrando las mismas limitaciones del autoinjerto, ya que se requiere de una
intervencion quirdrgica y su preparacion representa un aumento en el tiempo de espera

para la reparacion.
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CAPITULO IV. JUSTIFICACION

El éxito observado en el uso de MEC de nervio como estrategia alternativa al
autoinjerto en la reconstruccién de LNP con brecha, nos incentiva a poner disponible
esta tecnologia en el pais a costos accesibles para el paciente.

Hasta la fecha el uso de CtS no ha sido probado en la clinica, y su uso en combinacion
con andamios de MEC representa una estrategia prometedora.

Nuestro equipo de investigacion ya ha probado exitosamente el uso de esta tecnologia
en un modelo murino (aloinjertos recelularizados), sin embargo es necesario escalar el
modelo experimental y, ademas, resulta importante comprobar la seguridad en el uso
de xenoinjertos de MEC, pues ampliarian significativamente la fuente de materia en
reparacion.

Con base en ello, en este trabajo se evaluo el uso de MEC xenogénica en combinacion
con el uso de CtS de fuente alogénica, lo cual implica ampliar la disponibilidad en
materia de reparacion y conlleva menor tiempo de espera, respecto a las estrategias
disponibles. Aunado a esto, se dio el primer paso para estandarizar la preparacion de

un injerto de nervio de origen humano a nivel nacional.
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CAPITULO V. HIPOTESIS

Un xenoinjerto de origen humano, recelularizado con CMM-TA diferenciadas in vitro a
CtS, posee una capacidad regenerativa similar a la del autoinjerto (estandar de oro en

reparacion).
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CAPITULO VI. OBJETIVOS

6.1 General

Evaluar la capacidad regenerativa y funcional de un xenoinjerto de origen humano,
recelularizado in vitro con CtS alogénicas, en una LNP de un modelo ovino, en

comparacion con un autoinjerto.

6.2 Especificos

1) Preparar un AA a partir de nervio cadavérico humano que conserve los

componentes de la MEC.

2) Recelularizar in vitro el andamio con CMM-TA diferenciadas a CtS e injertarlo

en el modelo animal.
3) Comparar la recuperaciéon funcional y el grado de regeneracion nerviosa del

xenoinjerto recelularizado (XR) vs autoinjerto (A).
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CAPITULO VII. DISENO METODOLOGICO

7.1 Tipo de estudio

Este protocolo corresponde a un ensayo pre-clinico controlado, clasificado por su

disefio como: piloto, prospectivo, analitico, comparativo y no ciego.

7.2 Estrategia general

En la figura 8 se muestra la estrategia general que se llevo a cabo para la preparacion
del AA de nervio humano y de las CtS, obtenidas a partir de la diferenciacién in vitro de
CMM-TA de ovino, para su posterior injerto y evaluacion en el modelo animal

experimental.
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Figura 8. Estrategia general

1. Se llevé a cabo la preparacién del AA a través de la descelularizacion de nervio humano de
origen cadavérico, posteriormente se verificO el proceso con una serie de pruebas
morfolégicas. 2. A partir de tejido adiposo de ovino, se aislaron CMM y fueron sometidas a un
proceso de diferenciacion a CtS; la identidad de ambas estirpes celulares se comprobd
mediante inmunomarcaje. 3. Las CtS se sembraron en el AA y este fue injertado en un modelo
ovino, al cabo de 6 meses se evalud su capacidad regenerativa y funcional en comparacién con
el autoinjerto.
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CAPITULO VIIIl. MATERIAL Y METODOS

8.1 Preparacion del AA

8.1.1 Procuracion de nervio humano de origen cadavérico

Se procuré el nervio ciatico de donadores cadavéricos humanos, los cuales fueron
preservados en buffer PBS 1X pH 7.4 (anexo 2.1) a 4°C para su traslado y hasta su

uso posterior.

8.1.2 Descelularizacion

Los nervios se limpiaron retirando la mayor cantidad posible de tejido blando, éste se
manejo como residuo peligroso biolégico infeccioso (RPBI) segun indica la NOM-087-
ECOL-SSA1-2002. Enseguida, bajo condiciones de esterilidad, los nervios fueron
segmentados en fragmentos de aproximadamente 20 mm [69, 104, 107] para ser
sometidos al método de descelularizacion optimizado por Garcia-Pérez et al., 2016
[110]: los segmentos de nervio se lavaron con agua destilada estéril por 10h, en este
periodo el agua fue sustituida cada 2h; enseguida se expusieron a una solucién
acuosa de Triton™ X-100 (Sigma-Aldrich®, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103
USA) al 3% durante toda la noche y se continué con un periodo de 24h en una solucion
acuosa de desoxicolato de sodio al 4% (Sigma-Aldrich®). Este proceso se repitio por
15 dias y al finalizar se realizé6 un lavado con agua destilada para almacenar los
nervios en buffer PBS 1X, pH 7.4 a 4°C, hasta su uso. Este procedimiento se realizd
bajo condiciones de esterilidad, a temperatura ambiente (TA) y en agitacion constante

a 500 rpm.
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8.1.3 Anadlisis morfolégico

Los nervios descelularizados y controles (nervios no procesados) se fijaron (anexo
1.1.1) y se procesaron mediante la técnica histolégica convencional (anexo 1.1). para

realizar las siguientes tinciones histologicas e histoquimicas:

Hematoxilina-eosina (H y E)

Se llevd a cabo la técnica descrita en el anexo 1.4a. Esta tincion es empleada para
analizar el grado de descelularizacion del nervio, gracias a que la hematoxilina
(cationica o basica) permite observar el nucleo (estructura acida o basdfila) de las
células remanentes en tonos azul y violeta, diferenciandose del citoplasma
(componente basico o acidofilo) tefido en tonos rojo a rosado por la eosina (de

naturaleza anionica o acida).

Tricréomico de Masson (TCM)

Para esta tincién se llevdé a cabo el protocolo descrito en el anexo 1.4b. TCM se
emplea para evaluar la conservacion de la MEC, puesto que permite visualizar en color
azul a las fibras de colageno tipo I, contrastando con el citoplasma en rojo y el nucleo

lila/marron.

Modificacion del TCM (M-TCM)
Se siguio el protocolo descrito en el anexo 1.4c. Esta tincion se empled para llevar a

cabo un analisis respecto a la conservacion del colageno tipo I, componente de la

MEC, en donde las fibras pueden observarse en color azul.
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Kluver-Barrera (K-B).

Para llevar a cabo esta técnica se siguieron los pasos descritos en el anexo 1.4d. Esta
histoquimica se emplea para evaluar el grado de conservacion de la vaina de mielina,
perteneciente a las células gliales del SNP (CS). La prueba permite la deteccion de la

mielina, gracias a la afinidad del luxol fast blue por los lipidos de la vaina.

Acido peryédico de Schiff (PAS)

Se siguio el protocolo descrito en el anexo 1.4e. Esta técnica es utilizada para evaluar
el estado de la MEC; puesto que permite observar la LE. Esta se tifie de rojo-purpura
gracias a la afinidad del reactivo de Schiff por los grupos aldehido de los hidratos de

carbono, que se logra diferenciar del nucleo negro/violeta.

Marsland-Glees- Erickson (M-G-E).

Se realiz6 el protocolo descrito en el anexo 1.4f. Esta técnica permite la impregnacion
argéntica de los filamentos nerviosos (axones) para observar su arquitectura

caracteristica en tonos marroén.

Las laminillas, correspondientes a los cortes de nervio de cada una de las pruebas
anteriormente mencionadas, se observaron al microscopio a una amplificacién de 100X
y 400X para verificar el proceso de descelularizacion y analizar el grado de

conservacion de los componentes de la MEC.
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8.1.4 Anadlisis morfométrico y estadistico

Se tomaron 8 campos al azar de cada una de las laminillas (tanto del grupo de nervio
control como de nervio descelularizado) y a continuacion, de acuerdo con la prueba a

la que pertenecian, se llevd a cabo el analisis:

Hy E: Se realiz6 conteo de nucleos por campo.

K-B, PAS, M-G-E y M-TCM: Se llevd a cabo un analisis densitométrico a través del
programa Imaged (version 1.50i para Mac). Cada una de las micrografias se
transformo en un archivo tipo 8 bit (escala de grises) y para cada una de las pruebas,
se modificd el umbral de deteccion y se establecieron valores estandar para medir las

unidades de densidad correspondientes.

Los datos recopilados de cada analisis se llevaron al programa SPSS (IBM® SPSS®
Statistics version 20 para Mac). Para analizar la distribucién de los datos, se realizd
una prueba de Kolmogorov-Smirnov para muestras independientes (p<0.05). Una vez
que se establecié este parametro, la comparacion entre grupos (nervio control y nervio
descelularizado) se realizé por una prueba de t para muestras independientes ligada al
estadistico de Levene, si poseian una distribucidén normal; o por la prueba U de Mann-
Whitney si la distribucion correspondia a una no normal (p<0.05). Los graficos

correspondientes se construyeron con el software GraphPad PRISM® versién 7.

8.2 Recelularizacion in vitro del AA

8.2.1 Procuracion de tejido adiposo

Se obtuvo grasa subcutanea de la region abdominal del ovino. El tejido se colocé en un
rindn quirurgico, se rocio con etanol al 70% y enseguida se lavo con solucién salina
estéril en un tubo conico de 50 mL (Corning®, 275 River St., Oneonta, NY 13820 USA).

A continuacion, se tomé el tejido y se llevd a un tubo coénico nuevo y estéril que
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contenia buffer PBS 1X suplementado (anexo 2.2), el cual se transport6é en hielo para
su procesamiento en el laboratorio. La muestra de grasa provenia de un procedimiento
externo a este estudio y fue proporcionada por la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL.

8.2.2 Aislamiento y cultivo primario de CMM-TA

A la grasa se la realizaron 3 lavados con buffer PBS 1X, pH 7.4 estéril y 3 lavados mas
con PBS 1X suplementado para cultivo celular (anexo 2.3), todos éstos se llevaron a
cabo en un tubo cénico de 50 mL y condiciones de esterilidad. Enseguida, el tejido se
fragmento hasta obtener pequefias porciones (disgregacién mecanica), esto se realizd
sobre una placa de Petri (Corning®) con ayuda de tijeras y pinzas. A continuacién, el
tejido se colocd en un recipiente estéril que contenia un agitador magnético, se le
adicion6 un volumen de colagenasa | al 0.2% (anexo 2.4) y la mitad de este volumen
de medio suplementado sélo con antibiético y antimicético, de tal manera que esta
solucién permitiera al tejido quedarse suspendido en la superficie; esto se coloco en
agitacion a 37°C de 2 a 2.5h hasta observar la disgregacion del tejido en la solucién.
Posteriormente, (evitando los restos de tejido acumulados en la superficie) se recuperé
la solucion de tejido disgregado y se paso6 a un tubo cénico de 50 mL. A estos tubos se
les adicion6 PBS 1X suplementado y enseguida fueron centrifugados a 5000 rpm por
10 min, se descarté el sobrenadante y el boton celular se lavd una vez mas por
centrifugacién. Finalmente, el botdn celular se resuspendié en 1 mL de medio completo
(anexo 2.5) y se sembré en una botella de cultivo de 25 cm? (Corning®), el volumen se
ajusto a 5 mL y se incubd a 37°C en una atmésfera de CO; al 5%. Durante 3-5 dias se
monitoreo el cultivo y al observar células adherentes con morfologia fibroblastoide, se
le retir6 el sobrenadante y se cambid por medio completo. El sobrenadante fue
colocado en una botella de cultivo nueva de 25 cm? y se someti® a monitoreo para
observar si algunas células se adherian a la botella. El medio se renové cada 3 dias

hasta que las células alcanzaron un 80% de confluencia.
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8.2.3 Expansion

A las botellas de cultivo primario con un 80% de confluencia se les retiré el medio y se
les adicion6 1 mL de tripsina-EDTA 0.25% 1X (Gibco®), se incubaron a 37°C con CO,
al 5% por 5 min. Al cabo de este periodo se observaron al microscopio para corroborar
el desprendimiento de las células. Una vez que estas se despegaron de la superficie
de la botella, se pasaron a un tubo cénico de 15 mL y se les agregdé 1 mL de medio
completo para después centrifugar a 5000 rpm por 10 min. El sobrenadante fue
descartado y el botdn celular se resuspendid en 1 mL de medio completo, a
continuacion fue dividido en 2 alicuotas y cada una de éstas se sembré en una botella
de cultivo nueva completando el volumen a 5 mL con medio completo. Cada tres dias
se reemplazd el medio de cultivo por medio completo fresco y cuando la monocapa
celular alcanzé un 80% de confluencia, se repiti6 este procedimiento (pase o

subcultivo).

8.2.4 Caracterizacion de CMM-TA por ICQ

Conteo celular

A las botellas de cultivo del tercer pase con un 80% de confluencia se les retiré el
medio y se les adicioné 1 mL de tripsina-EDTA 0.25% 1X, se incubaron a 37°C en una
atmosfera de CO; al 5% por 5 min. Al cabo de este periodo se observaron al
microscopio para corroborar el desprendimiento de las células. Una vez que estas se
despegaron de la superficie de la botella, se pasaron a un tubo cénico de 15 mL y se
les agregd 1 mL de medio completo para después centrifugar a 5000 rpm por 10 min.
El sobrenadante fue descartado y el boton celular se resuspendié en 1 ml de medio
completo. Se tomaron 4 yL de la suspensién celular, se colocaron en un tubo para
microcentrifuga de 0.2 mL (Corning®), se adicionaron 16 pL de una solucion de
colorante azul tripano al 2 % (anexo 2.6) y se mezclaron por pipeteo. De esta solucién
de células y colorante se tomaron 10 pL y se cargaron en una camara de Neubauer. La

camara se llevo al microscopio, se enfocé con el objetivo de 10X y se realizé el conteo.
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A continuacién, se calculé el promedio de células de los cuadrantes y se aplicé la

siguiente férmula:

células
mL

(x células)(FD)(FD de la camara) =

células
mL

(x células)(5)(1x10*) =

Fijacién

Posterior al conteo, se realizaron los calculos pertinentes para sembrar 7 x 10* células
en cada uno de los 4 pozos de una microcamara de cultivo sobre portaobjetos Nunc™
177399 Lab-Tek® Chamber Slide™(Thermo Scientific Nunc®). Adicionalmente, a
cada uno de los pozos se le agregaron 500 uL de medio completo y se incubaron a
37°C con CO;, al 5% hasta alcanzar un 60-80% de confluencia. A continuacion, se
retiré el medio de cultivo de cada uno de los pozos de la microcamara y se realizé un
lavado con buffer PBS 1X, pH 7.4, se retirdé y enseguida las células se fijaron con 500
ML de metanol-acetona (1:1) por 20 min a 4°C. Tras este periodo se retir6 el fijador y se
realizé un lavado con buffer PBS 1X, pH 7.4, se retir6 y se dejé secar, para

posteriormente almacenar a 4°C hasta su uso.

iIcQ

Una vez que se fijaron las células al portaobjetos de la microcamara de cultivo se
procedio a realizar la caracterizaciéon de CMM-TA con los anticuerpos primarios CD-90
(USBiological: 100 ug c2441-60, monoclonal de cabra) y CD-105 (USBiological: 200 ug
c2446-55, monoclonal de ratén), marcadores de seleccién positiva y el sistema de
deteccion “Mouse and Rabbit Specific HRP/DAB” (ab64264) (Abcam®, Cambridge,
Reino Unido).

Dia 1: Se lavo en Tris — Buffer Salino + Tween 20 1X (TBST) (anexo 3.1) por 3 min. A
continuacion, se realizé una inmersion en solucion recuperadora de antigenos 1X (por
sus siglas en inglés TRS, Target Retrieval Solution) (Dako®) a 100°C por 20 min

(previo a esto la solucién se precalentd por 20 min a la misma temperatura) y se dejé
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enfriar a TA por 20 min. Enseguida se realizd el bloqueo de la peroxidasa enddégena
con H,0; al 3%, durante 10 min a TA y se lavé con TBST 1X por 3 min. Después se
llevé a cabo el bloqueo de proteinas enddgenas a 37°C durante 30 min y se agrego el

anticuerpo primario, se incub6 toda la noche a 4°C.

Dia 2: Se lavo 2 veces en TBST 1X y se adiciond el anticuerpo secundario, se incubo a
37°C por 30 min. Se lavo 2 veces con TBST 1X y se agregd la solucién de
estreptavidina-HRP, se incubd a 37°C por 30 min. Se lavé con TBST 1X y se revelo

con el cromogeno 3-3’ diaminobenzidina (DAB) durante 10 min.

A continuacién, se realizé6 una contratincion en la cual se lavd el exceso con agua
corriente, se tifd con Hematoxilina de Harris por 2 min, se lavd hasta que el colorante
dejo de tefir el agua, se deshidratd gradualmente en alcoholes de diferentes
concentraciones (70, 80, 96, 96, 100 y 100%), se aclar6 en xilol y se monté con resina

Entellan (anexo 1.3).

Analisis morfométrico

De las laminillas correspondientes a cada uno de los marcadores de identidad, se
tomaron fotografias de ocho campos al azar. El porcentaje de positividad se calculd
contando el numero de células totales y el numero de células con marcaje positivo para

aplicar la siguiente férmula:

# células con marcaje positivo

# células totales * 100

% positividad =
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8.2.5 Diferenciacion de CMM-TA a CtS

La diferenciacion se realizé a partir de células del tercer o cuarto pase. Una botella de
cultivo de CMM-TA con una confluencia de 60% se lavo con buffer PBS 1X, pH 7.4 y
se le adicion6 medio minimo esencial MEM alpha (1X) + GlutaMAX™ -| (Gibco®)
suplementado con Gentamicina a 50ug/mL, Fungizone® a 2.5 pg/mL y B-
Mercaptoetanol 1TmM (SIGMA-ALDRICH®). A las 24 h, se cambié el medio por medio
completo adicionado con 4&acido transretinoico (ATRA) 0.1mM (Calbiochem®,
©MerkKGaA, Darmstadt, Alemania), este se dejé por 72 h. Finalmente, a las células se
les agregd medio completo suplementado con forskolina 5mM (Calbiochem®), factor
de crecimiento de fibroblastos humano recombinante-f (BFGF) 10ng/mL
(PEPROTECH, INC., Rocky Hill. NJ, USA), factor de crecimiento derivado de plaquetas
humanas recombinante-AA (PDGF-AA) 10 ng/mL (PEPROTECH, INC.) y 1B-heregulina
humana recombinante 200 ng/mL (PEPROTECH, INC.). Este ultimo medio se conservd

de 2 a 8 dias, renovandose al menos cada tercer dia.

8.2.6 Caracterizacion de CtS por ICQ

La caracterizacion se llevé a cabo siguiendo los pasos del punto 8.2.4, usando como
marcador de seleccién positiva el anticuerpo primario S-100 (Abcam®: ab7852,

monoclonal de ratén).

8.2.7 Recelularizacion in vitro

Se tomaron los andamios acelulares previamente preparados, contenidos en buffer
PBS 1X, pH 7.4 a 4°C y, en condiciones de esterilidad, se les retird la solucion tampodn
con ayuda de una pipeta pasteur. Se realizé un lavado rapido en etanol (inmersién) y
se lavé en 2 cambios de buffer PBS 1X suplementado. A continuacion, de una botella
de cultivo de CtS confluente del tercer pase, se procedio a realizar el conteo celular tal
como se especifica en el apartado 8.2.4 y se realizaron los calculos pertinentes para
preparar alicuotas de 3 x 10° células en 50 uL de medio, que fueron cargadas en

jeringas de insulina. Delicadamente y con ayuda de pinzas, se inyectd la suspension
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celular en cada uno de los andamios acelulares, se colocaron en una caja de petri
(Corning® 430166 Sterile 60 x 15mm) y se cubrieron con un volumen de medio fresco

completo para ser incubados por 48 h en una atmadsfera de CO, al 5% a 37°C.

Para evidenciar este procedimiento se tomd uno de los andamios recelularizados, se

fij6 y procesd, como se indica en el apartado 8.1.3, para realizarle una tincién de Hy E.

8.3 Injerto en el modelo animal

8.3.1 Caracteristicas y criterios de la poblacion

Se incluyeron 12 hembras del mamifero Ovis aries de aproximadamente 6 meses de
edad, con un peso de 20-30 kg, esqueléticamente maduros y clinicamente sanos.
Cualquier ejemplar que no presentd las caracteristicas de sexo, edad y peso
establecidos, asi como cualquier alteracion en la marcha previo a la cirugia se excluyo
del estudio. Como criterio de eliminacion se tomo la presencia de infecciones en la

zona quirurgica o complicaciones post-quirdrgicas graves.

Los modelos animales de experimentacion se mantuvieron en estabulacion con
disposicién de alimento y agua ad libitum, cumpliendo con las disposiciones que dicta
la NOM-062-ZO0-1999, a través del servicio de la Facultad de Medicina Veterinaria y
Zootecnia de la UANL.

Para el estudio, la poblacién se dividié en 2 grupos experimentales, con 6 ejemplares

cada uno: Ay XR.
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8.3.2 Procedimiento quirurgico

Todos los procedimientos quirurgicos fueron llevados a cabo por el mismo cirujano. Los
animales fueron colocados en una mesa quirurgica y se sedaron por via intravenosa
con ketamina (10 mg/kg) y xilacina (0.5 mg/kg), se procedio a realizar la tricotomia de
la regién que va desde el trocanter mayor izquierdo hasta la parte inferior antes del
comienzo de la pezuia. Enseguida, se intubd al animal y mediante un vaporizador se
administré isofluorano 2-3% para dar el mantenimiento anestésico. Enseguida, se
realizé la asepsia y antisepsia con un cepillo de lavado quirurgico impregnado con un
3% chloroxylenol (PCMX) (BD E-Z Scrub™116) y se llevé a cabo la técnica quirurgica
estéril. Se realiz6 una incision de aproximadamente 9 cm en la region glutea lateral de
la extremidad posterior izquierda del ovino. Después de disecar el tejido subcutaneo se
procedio a la identificacion de los musculos gluteos e isquiotibiales, para proceder a su
diseccion roma y exponer el nervio ciatico en el trayecto correspondiente al tamafio de
la incision. Enseguida, de acuerdo con el grupo experimental en cuestion, se procedio

de la siguiente manera:

Grupo 1. A

Usando un castro viejo, se realiz6 la escision de un segmento de nervio ciatico de 20
mm de longitud y se gird 180° para suturar microquirirgicamente el cabo proximal del
injerto al cabo distal del nervio del ovino y viceversa. El segmento de nervio es girado

para romper el patrén de fasciculos e imitar la accién de un autoinjerto en la clinica.

Grupo 2. XR
Posterior a la excisién del segmento nervioso, en su lugar, se procedié a injertar el

andamio recelularizado.

En ambos casos se empled sutura de calibre 9.0. Al finalizar la neurorrafia se procedio
a suturar el sitio quirdrgico y al culminar la intervencion los ovinos fueron sometidos a
tratamiento postquirdrgico: vigilancia estrecha durante su periodo de recuperacion
anestésica, manejo del dolor y administracién de antibidtico con ingesta de agua y

alimento ad libitum.
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8.4 Evaluacion de la recuperacién funcional y determinacion del grado de

regeneracion nerviosa

8.4.1 Evaluacion visual

Se evalud la recuperacién del movimiento en la extremidad intervenida, la marcha y
coordinacién de las extremidades posteriores, a través de su documentacién con
evidencias fotograficas y de video. Las evidencias se recabaron una vez por mes

durante un periodo de 6-7 meses.

8.4.2 Evaluacioén neurofisiolégica in vivo

Un dia previo al sacrificio, a todos los animales se les realizé tricotomia de la region
posterior del muslo de ambas extremidades posteriores y se dejaron en ayuno. Bajo la
misma técnica anestésico-quirurgica se expuso el nervio ciatico; enseguida se colocé
un electrodo activo en la porcion posterior del musculo biceps femoral y a 3 cm de este
uno de referencia, el electrodo de tierra fisica se coloco en la prominencia 6sea de la
tibia. A continuacion, se llevo a cabo la estimulacién del tronco del nervio mediante una
aguja monopolar antes de la anastomosis proximal (pre-lesion) y después de la distal
(post-lesidon), siempre colocando una referencia al electrodo a 3cm. El potencial
eléctrico del estimulo fue de 34V, el cual corresponde a un estimulo supramaximo, es
decir que estimula a todas las fibras nerviosas. Se identific6 el registro
electromiografico sobre el musculo, cuantificando la amplitud de la respuesta; la
latencia, como tiempo entre la aplicacion del estimulo y observacion de la respuesta
eléctrica, y se calculd la velocidad de conduccién nerviosa (VC) como: distancia entre
estimulo pre-lesion y post-lesion / latencia pre-lesién - latencia post-lesion.

Aunado a lo anterior, se valoro la respuesta del musculo gastrocnemio lateral, se llevo
a cabo el mismo procedimiento, con la variante de colocacion del electrodo activo: en
el plano axial se trazé una linea entre el borde posterior del musculo y el platillo tibial
(vientre muscular), colocandose el electrodo en el punto medio y su referencia a 3 cm.
Este procedimiento se llevd a cabo en ambas extremidades posteriores de todos los

animales, ya que las mediciones control se obtuvieron de la extremidad contralateral no
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intervenida. El registro de los datos se realiz6 con un instrumento de electrodiagndstico
con un Nicolet Viking (Nicolet Instrument Corp.). Los datos digitales se almacenaron en
el ordenador y las evaluaciones electrofisiolégicas fueron realizadas por un experto que
fue cegado a la asignacion de grupo.

En la Figura 9 se muestra un ejemplo de la disposicion de los electrodos durante una
prueba neurofisioldgica en biceps femoral, asi como el equipo empleado durante esta

técnica.

Estimulador monopolar/{ ¢

l Sistema de registro

Figura 9. Disposicion de los electrodos en las pruebas neurofisiolégicas y equipo de
trabajo

En la fotografia del lado izquierdo, se muestra la disposicion de los electrodos durante el
registro electromiografico en el biceps femoral. En naranja se sefiala al electrodo activo o
catodo, que registra la actividad en el musculo, y su respectiva referencia. En azul se muestra al
estimulador monopolar, encargado de brindar el estimulo en el tronco del nervio, y su
referencia. Finalmente en blanco se indica la posicién del electrodo de tierra fisica. Del lado
derecho, se observa el amplificador y el sistema de registro empleados durante las pruebas
neurofisioldgicas.

Analisis estadistico

Los datos recopilados se llevaron al programa SPSS. La distribucion de los datos, se
analiz6 mediante una prueba de Kolmogorov-Smirnov (p<0.05). Una vez que se
establecié este parametro, la comparacion entre grupos se realizé mediante un Analisis
de Varianza (ANOVA) acoplado a la prueba post-hoc de Scheffé para comparaciones
multiples, puesto que todas las variables analizadas poseian una distribucion normal
pero un numero de muestra (n) diferente (p<0.05). Los graficos correspondientes se

construyeron con el software GraphPad PRISM® version 7.
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8.4.3 Eutanasia y recoleccion de piezas

Al concluir la evaluacién neurofisioldgica, todos los animales se sometieron a eutanasia
quimica con pentobarbital sédico (90-210 mg/kg/lIV). Una vez que se comprobo que los
animales se encontraban sin vida, se procedio a la diseccion de los musculos biceps
femoral y gastrocnemio, de ambas extremidades posteriores. A la par, se llevo a cabo
la escision del nervio ciatico; en la extremidad intervenida, ésta se realizé disecando al

menos a 1 cm de distancia de las suturas proximal y distal.

8.4.4 Procesamiento de las piezas

8.4.4.1 Musculos

Posterior a su diseccion, las piezas musculares fueron analizadas macroscopicamente,

pesadas y se calculd la relacion de peso humedo:

(veso himedoeyiremidad intervenida) (P€SO hUmedo,yiremidad contralateral)
100

% peso hiumedo =

Analisis estadistico

Los datos recopilados se llevaron al programa SPSS (IBM® SPSS® Statistics version
20 para Mac). Para analizar la distribucion de los datos, se realizé6 una prueba de
Kolmogorov-Smirnov para muestras independientes (p<0.05). Una vez que se
establecidé este parametro, la comparacién entre grupos (A y XR) se realizé por una
prueba de t para muestras independientes, si poseian una distribuciéon normal; o por la
prueba U de Mann-Whitney si la distribucion correspondia a una no normal (p<0.05).
Los graficos correspondientes se construyeron con el software GraphPad PRISM®

version 7.
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8.4.4.2 Segmentos de nervio

Ipso facto a la diseccién, las piezas se marcaron en el extremo proximal con un punto
de sutura y/o una marca de tinta china, se fijaron (anexo 1.1.1) y se procesaron
mediante la técnica histolégica convencional (anexo 1.1). En la figura 10 se

esquematiza como se llevo a cabo el muestreo de los injertos.

Anastomosis Anastomosis
distal proximal
|« |
I%gﬁ ’ s"‘——l
)
[ | H | ]
”~ ra
— 2cm _l_ 2cm —
Segmento Segmento
Distal Proximal

Figura 10. Muestreo del injerto en nervio ciatico

A. Vista macroscopica del injerto, previo a su escision, en un defecto de 20 mm en nervio ciatico
de ovino. Las flechas azules indican la anastomosis proximal (derecha) y distal (izquierda), la
linea blanca punteada sefala el sitio de corte para la toma de muestra, y el * indica la region
donde se encuentra el injerto. B. Diagrama esquematico que muestra dos sitios: segmento
distal y proximal de una muestra de nervio de la extremidad intervenida. Las lineas negras
punteadas indican la seccién en la que se llevo a cabo el corte para generar las piezas que se
sometieron a la evaluacion morfolégica.
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8.4.5 Anadlisis morfolégico

Tinciones histoldgicas e histoquimicas

Posterior a su procesamiento, los segmentos de nervio fueron sometidos a las mismas
pruebas morfologicas citadas en la seccion 8.1.3. Las diversas tinciones histoldgicas e
histoquimicas se emplearon para evaluar la regeneracibn a nivel axonal,

recelularizacion e integridad de la MEC.

Inmunohistoquimicas

Se utilizaron cortes de 3uym en laminillas previamente silanizadas (anexo 3.2). Estas se
desparafinaron e hidrataron (anexo 1.2). A continuacién se siguié el procedimiento
previamente descrito en la seccién 8.2.4.

Como anticuerpos primarios se emplearon S-100 y neurofilamentos (Leica Biosystems,
Benton Line, Reino Unido: NCL-L- NF200-N52, monoclonal de ratén).

8.4.6 Analisis morfométrico y estadistico

Tinciones histoldgicas e histoquimicas

Para todas las pruebas, excepto H y E, se tomaron 8 campos al azar de cada una de
las laminillas (del grupo A, XR y control) y se llevé a cabo un analisis densitométrico a
través del programa ImagedJ (version 1.50i para Mac). Cada una de las micrografias se
transformd en un archivo tipo 8 bit (escala de grises) y, para cada una de las pruebas,
se modificd el umbral de deteccion y se establecieron valores estandar para medir las
unidades de densidad correspondientes. Los datos recopilados de cada analisis se
llevaron al programa SPSS (IBM® SPSS® Statistics version 20 para Mac). Para
analizar la distribucion de los datos, se realizé una prueba de Kolmogorov-Smirnov
para muestras independientes. Una vez que se establecié este parametro, la
comparacion entre grupos se realizé por un ANOVA acoplado a la prueba post-hoc de
Scheffé para comparaciones multiples, si poseian una distribucién normal; o por la

prueba de Kruskal-Wallis y post-hoc U de Mann-Whitney con arreglo de Bonferroni si la
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distribucion correspondia a una no normal. Los graficos correspondientes se

construyeron con el software GraphPad PRISM® version 7.
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CAPITULO IX. RESULTADOS

9.1 Preparacién del andamio: analisis morfolégico

9.1.1 indice de descelularizacion.
Nucleos y restos celulares

El éxito del proceso de descelularizacion fue evaluado a través de una tincibn de Hy E
(Figura 11) en la cual se compararon las hallazgos morfolégicos entre un corte de
nervio procesado (descelularizado) y uno no procesado (control). En el nervio control
se observaron pequefias estructuras redondas y alargadas de color violeta, que
corresponden a los nucleos de los diversos tipos celulares que se encuentran
formando la arquitectura del nervio periférico; diferenciandose de su citoplasma en tono
rosado. En el nervio descelularizado no se observaron nucleos ni restos celulares,
respecto al control.

Los tincione histolégica TCM e histoquimicas de K-B y PAS confirmaron la ausencia de

nucleos (Figura 11).

Estado de la vaina de mielina

El estatus de la vaina de mielina de las CS se analizé mediante la histoquimica de K-B
(Figura 11). En el control, se observaron nucleos celulares y en azul intenso los lipidos
positivos de la vaina de mielina, mostrando la morfologia tipica del nervio periférico
(zigzag); mientras que en el nervio descelularizado no se apreciaron nucleos
remanentes y sélo se observaron escasas lineas azules muy tenues, discontinuas vy

desorganizadas.
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Integridad axonal

Mediante la impregnacién argéntica de M-G-E (Figura 11) fue posible observar a los
axones del nervio control en un color marrén oscuro, en su estructura se aprecio
organizacion y continuidad, tanto en su longitud como calibre, presentando ademas el
arreglo tipico del nervio periférico. En contraste, el nervio descelularizado evidencio
una menor cantidad de axones por superficie, en tonos mas claros, su estructura se

aprecio desorganizada y se noto la pérdida de uniformidad y continuidad.

9.1.2 Conservacion de la MEC.

Preservacion de las fibras de colageno

La tincion de TCM (Figura 11) permitié visualizar en color azul a las fibras de colageno,
uno de los principales componentes de la MEC; los nucleos en violeta y el citoplasma
en tonos de rosado a rojo. En contraste con el control, en el nervio descelularizado sélo
se observaron lineas azules, continuas y organizadas que conservan la estructura de la
MEC; no hubo presencia de nucleos y no se observaron remanentes de citoplasma.

Aunado a lo anterior, se llevé a cabo una modificacion de esta tincién (Figura 11) para
corroborar lo observado. En ambas preparaciones se observaron lineas azules
organizadas que conservaban la estructura tipica de la MEC. Ademas, en el control se
observaron estructuras en color marrén que correspondian a los nucleos celulares;

mientras que en el descelularizado no se observaron.

LE

La histoquimica de PAS (Figura 11) brind6 la posibilidad de identificar a la LE a través
de la deteccién de sus hidratos de carbono positivos en tonos magenta. En el nervio
control, estos polisacaridos complejos se observaron de manera organizada rodeando
a las fibras nerviosas. Cabe destacar que el proceso de descelularizacion no causé

alteraciones de la LE en el nervio tratado.
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Figura 11. Analisis morfologico del AA.

A través de 6 técnicas se evalué el indice de descelularizaciéon y la conservacion de la MEC en el
AA. En el control, se observa la presencia de nucleos (flechas blancas) e integridad de la MEC
[colageno (flechas azules), LE (flechas naranjas)] y axones (flechas verdes) en las muestras control.
En contraste, los nervios tratados (descelularizados) no muestran nucleos o remanentes del
citoplasma, se observa interrupcion en los axones (flechas rojas) y destaca la integridad de la MEC,
con la excepcion de leves alteraciones en las fibras de colageno (flechas amarillas).
Fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio humano, amplificadas a 400X.

9.2 Preparacién del andamio: analisis morfométrico y estadistico

9.2.1 indice de descelularizacion.

Tras la evaluacion cuantitativa de los cortes tefiidos con H y E, mediante un analisis de
conteo por campos, se encontré que la diferencia entre la cantidad de componente
nuclear cuantificado en el nervio descelularizado en comparacién con el grupo control

es estadisticamente significativa, siendo menor en el nervio tratado (figura 12).
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Figura 12. Analisis de la presencia de componentes nucleares en los grupos de estudio.
La cantidad de componentes nucleares cuantificados en el nervio descelularizado, es
significativamente menor en comparacién con el grupo control (nervio no procesado). Debajo
del eje de los grupos de estudio, se observan fotomicrografias de secciones longitudinales de
nervio humano amplificadas a 400X tefiidas con H y E. Los datos se presentan como media =
DS (n=5; prueba de U Mann-Whitney). *p <0.05.

9.2.2 Anadlisis densitométrico

Mielina

Como resultado de la comparacion entre el grupo control y el descelularizado, se
observo una diferencia estadisticamente significativa respecto a la cantidad de mielina
cuantificada. En el nervio descelularizado se encontré cerca de tres veces menor
cantidad de mielina respecto al control (figura 13).

Axones

Tras la evaluacion morfométrica de la impregnacién argéntica de M-G-E, se encontro

una diferencia estadisticamente significativa, en la cual la densidad axonal en el nervio

descelularizado es aproximadamente 4 veces menor respecto al control (figura 13).
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MEC: polisacaridos complejos de la LE

En la evaluacion morfométrica, no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas respecto a la cantidad de polisacaridos complejos positivos cuantificados

entre el grupo control y de estudio (descelularizado) (figura 13).

MEC: fibras de colageno

La proporcion de fibras de colageno cuantificadas, mediante la tincion de modificada de
Masson, no mostré diferencias estadisticamente significativas respecto al control
(figura 13).
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Figura 13. Analisis densitométrico de mielina, axones, polisacaridos y colageno en el
nervio descelularizado comparado con el nervio control.

Se llevo a cabo la evaluacion morfométrica de mielina, axones, polisacaridos complejos de la
LE y colageno en los grupos experimentales. Al cabo de ésta, se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la cuantificacion de mielina y axones; en ambos casos, el
nervio control presentdé una cantidad superior del componente. Respecto a los polisacaridos
complejos y el colageno, no se encontraron diferencias entre los grupos. Debajo del eje de las
X, se observan fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio humano tefidas con K-B
(100x), M-G-E (400X), PAS(100X) y M-TCM (100x). Los datos se presentan como media + DS
[n=5; prueba de U Mann-Whitney (mielina, axones) y prueba de t para muestras independientes
ligada al estadistico de Levene (polisacaridos y colageno)]. *p <0.05.
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9.3 Recelularizacion in vitro del AA

9.3.1 Caracterizacién y diferenciacién celular

Las CMM-TA se caracterizaron por ICQ mediante los marcadores de seleccién positiva
CD90 y CD105, tras inducir la diferenciacion a CtS se empleé el marcador S-100 para

comprobar el éxito del proceso.

A continuacion, en la tabla 2 se muestran las condiciones que se establecieron para las
inmunotinciones tras el proceso de estandarizacion: tipo de tejido ovino empleado
como control para establecer el marcaje, tipo celular esperado en el marcaje positivo y

concentraciones finales empleadas en cada una de las técnicas.

Tabla 2. Condiciones estandarizadas para las inmunotinciones

Anticuerpo Tejido control Marcaje + Concentracion
Anti CD90 cerebro neuronas 1:100
Anti CD105 bazo endotelio 1:25

Anti S-100 cerebro oligodendrocitos 1:1500

El marcaje positivo para la técnica, se observé a través de un precipitado color marrén
que se diferencia de los nucleos en color violeta (figura 14). Para el anticuerpo CD90
se observé marcaje positivo en un 88.36% de las células, mientras que para el CD105
el porcentaje fue de 77.30%. Después del proceso de diferenciacion, se observé una
positividad del 66.56% para el marcador S-100. En todos los casos se utilizé un control

positivo de la técnica.
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CD105 CD90

S-100

Figura 14. Caracterizacién celular de las CtS
En la figura se observan los resultados de la caracterizacion para las CMM-TA con los
marcadores CD90 y CD105 y para las células diferenciadas a CtS con el marcador S-100. A.
Corte de cerebro ovino con marcaje positivo para neuronas, B-C. y E-F. CMM-TA, D. Corte de
bazo ovino con marcaje positivo para endotelio, G. Corte de cerebro ovino con marcaje positivo
para oligodendrocitos, H-l. CtS. Flechas rojas: marcaje negativo, flechas negras: marcaje
positivo. Fotomicrografias de inmunotinciones observadas a 100 y 400X.
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9.3.2 Recelularizacion in vitro

La recelularizacion del AA se evidencié a través de una tincion de H y E, en la cual se
pueden apreciar en tonos de magenta a violeta los nucleos correspondientes a las CtS

trasplantadas (figura 15).

Figura 15. Recelularizaciéon del AA de nervio humano con CtS.
A. Se muestra un segmento del AA recelularizado y en color amarillo se indica la seccién que
se amplificd para obtener la figura 1.B. B. Se observa la presencia de nucleos (flechas
amarillas), correspondientes a las CtS inyectadas en el AA. Fotomicrografias de secciones
longitudinales de nervio humano tefidas con H y E, amplificadas a 100 y 400X respectivamente.

9.4 Injerto en el modelo animal

9.4.1 Procedimiento quirargico
El procedimiento quirurgico estéril se llevdé a cabo en los todos los animales. En las

figuras 16 y 17 se ilustra la técnica que fue realizada para el grupo de A (n=6) y XR

(n=6), respectivamente.
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Figura 16. Procedimiento quirargico para el grupo experimental de A.
A. Zona quirurgica, B. Diseccion del nervio ciatico, C. Delimitacion de la longitud (20 mm) para
el autoinjerto en nervio ciatico, D. Incisién para crear el defecto en el nervio ciatico, E-F.
Defecto nervioso y autoinjerto, G y H. Neurorrafia del Autoinjerto en nervio ciatico del modelo
ovino y . Sitio quirdrgico suturado.

Figura 17. Procedimiento quirdargico para el grupo experimental de XR.
A. Zona quirurgica, B. Diseccién del nervio ciatico, Cy D Incision proximal y distal para crear el
defecto en el nervio ciatico, E. Defecto nervioso, F. AA de nervio humano recelularizado con
CtS, G y H Neurorrafia del xenoinjerto en nervio ciatico del modelo ovino e | sitio quirurgico
suturado.
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9.4.2 Incidentes post-quirurgicos

24 dias posteriores a la intervencidén quirurgica, un ejemplar del grupo A fallecié a
causa de complicaciones postquirargicas. Ademas, al cabo de 2 meses, uno de los
integrantes del grupo XR fue sacrificado a causa de una grave Ulcera por presion en la
extremidad posterior izquierda. Esta lesion fue causada por desgaste, producto del
arrastre de la extremidad intervenida a causa de la inmovilidad post-quirdrgica. A razén
de lo anterior, se colocé una férula de PVC para inmovilizar la extremidad posterior
intervenida de todos los animales.

La n final del estudio fue de 10 modelos animales de experimentacion, divididos en 2

grupos (A y XR) con 5 ejemplares cada uno.

9.5 Evaluacioén de la recuperacién funcional y determinacion del grado de

regeneracion nerviosa

9.5.1 Evaluacion visual

En el transcurso de 6 meses se llevd a cabo la documentacion respecto a la evolucion
de la marcha y coordinacién de las extremidades posteriores.

En el post-quirurgico, y hasta cerca de los 2 meses, no se observaron cambios
significativos en la movilidad de la extremidad intervenida en ninguno de los grupos
experimentales. Entre los 2 y 4 meses, en todos los animales, se observé una mejoria
respecto a la movilidad en la region de la tibia y el peroné; sin embargo, presentaban
cojera y continuaban con dificultad en la marcha, manifestada por una anormalidad en
la flexion plantar de la articulacion metatarso-falangica. A lo largo de los ultimos meses,
no se observaron cambios respecto a la movilidad de la articulacién metatarso-
falangica en ninguno de los grupos y, sélo en la mitad de los integrantes de ambos
grupos, se presentod una ligera mejoria en el movimiento del metatarso. Sin embargo,
en todos los modelos experimentales, a los 6 meses, la extremidad intervenida paso de
ser arrastrada a representar un punto de apoyo durante la marcha (figura 18).

A continuacién, en la figura 19 se presentan fotogramas que demuestran la funcion

locomotora de la extremidad posterior intervenida los 6 meses.
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MES 1 MES 6

AUTOINJERTO

XENOINJERTO

Figura 18. Mejoria en la extremidad intervenida a los 6 meses post-quirtirgicos
Se ilustra como el miembro inferior paso de ser arrastrado a representar un punto de apoyo
para sostener el cuerpo y permitir el traslado de los modelos experimentales (flechas rosas).

Figura 19. Funciéon locomotora a los 6 meses post-quirirgicos
A. A, B. XR. Se ilustra la funcion locomotora de la extremidad intervenida de cada uno de los
grupos de estudio y, en ambos casos, es posible observar claudicacién acompanada de una
anormalidad en la flexion plantar de la articulacion metatarso-falangica (flechas rosas) en
comparacion con la extremidad control/ no intervenida (flechas amarillas).
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9.5.2 Evaluacién neurofisiolégica in vivo

6 meses después de la cirugia, se logro registrar el potencial de accion compuesto en
el biceps femoral y gastrocnemio en respuesta a estimulos en la region proximal
respecto a la anastomosis proximal del injerto.

Tras el analisis de los datos, se encontraron diferencias significativas entre la latencia
registrada en el biceps femoral de los grupos experimentales A y XR respecto al
control; mientras que éstos no presentaron diferencias significativas entre si. Respecto
a la latencia en el gastrocnemio, se encontraron diferencias significativas entre los 3
grupos; el grupo XR presenté cerca de 3 veces mayor magnitud respecto al control y 2
ante el grupo A (figura 20).

En relacion al pico de amplitud maxima, en ambos musculos, no se observaron
diferencias significativas entre los grupos intervenidos, sin embargo ambos presentaron
diferencias significativas al compararlos con el control (figura 21).

En la VC, los resultados en biceps femoral tanto como en gastrocnemio evidencian
diferencias significativas entre el grupo XR y el control; sin embargo, XR y A, asi como

Ay control no presentan diferencias entre si (figura 22).

EE Biceps femoral
Gastrocnemio

-
o
L
*
*
*

LATENCIA (ms)

W
L

O
A Cc XR A C XR

Figura 20. Analisis de latencia a los 6 meses post-quirurgicos
En el biceps femoral se observaron diferencias significativas entre los grupos A y XR respecto
al control. En el caso del gastrocnemio se observaron diferencias significativas entre todos los
grupos. A, Autoinjerto, C, Control y XR, Xenoinjerto Recelularizado. Los datos se presentan
como media + DS (A y XR n=5, C n=10; ANOVA y post-hoc de Scheffé). *p <0.05.
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Figura 21. Analisis del pico de amplitud maximo a los 6 meses post-quirurgicos
En ambos musculos, se observaron diferencias significativas entre los grupos A y XR respecto
al control. A, Autoinjerto, C, Control y XR, Xenoinjerto Recelularizado. Los datos se presentan
como media + DS (A y XR n=5, C n=10 ; ANOVA y post-hoc de Scheffé). *P <0.05.
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Figura 22. Analisis de la VC a los 6 meses post-quirurgicos
En ambos mdusculos, se observaron diferencias significativas entre los grupos C y XR. A.
Autoinjerto, C, Control y XR, Xenoinjerto Recelularizado. Los datos se presentan como media +
DS (A y XR n=5, C n=10; ANOVA y post-hoc de Scheffé). *p <0.05.

9.5.3 Eutanasia, recoleccion y procesamiento de las piezas

9.5.3.1 Musculos

Tras el sacrificio, se recolectaron los musculos biceps femoral y gastrocnemio de
ambas extremidades de todos los animales, en la figura 23 se ilustra la disposicion
anatomica de las piezas musculares en el cadaver del ovino. No se observaron
diferencias entre la morfologia o elasticidad postoperatoria en el sitio quirargico,
situado entre las prominencias éseas de la cabeza femoral y la tuberosidad isquiatica.
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Figura 23. Disposicion anatémica de las piezas musculares en el cadaver
A, Anatomia muscular del ovino, se indica la seccidon que se observa en la figura B B, Se
muestra la localizacion de los musculos biceps femoral (flecha amarilla) y gastrocnemio (flecha
verde) en el cadaver del ovino, respecto al sitio quirdrgico (flecha blanca).

Biceps femoral

Tras el examen fisico, no se observaron cambios evidentes de tamafo entre los
musculos de los grupos intervenidos y el control; sin embargo, en 2 de los
integrantes del grupo A y en todos los de XR se observé una seccion
denervada del musculo, caracterizada por una decoloracion localizada en la
parte superior (figura 24). Respecto a la relacion de peso humedo, no se
encontraron diferencias significativas entre los grupos experimentales (figura
25).

Gastrocnemio

En ambos grupos experimentales, en la extremidad intervenida, el
gastrocnemio presenté atrofia neurogénica, caracterizada por disminucion en el
tamarno del érgano y decoloracion; ésta fue mas marcada en el grupo XR (figura
24). El analisis estadistico fue consistente con los resultados observados, ya
gue se encontraron diferencias significativas entre el grupo A y XR, donde XR

presentd un promedio en la relacidon de peso humedo menor respecto a A.
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Figura 24. Biceps femoral y gastrocnemio

A la izquierda, se contrastan los musculos biceps femoral de ambos grupos experimentales vs.
sus respectivos controles contralaterales. Con flechas amarillas se indica la zona visualmente
denervada en el biceps femoral. A la derecha, se observa el gastrocnemio de la extremidad
intervenida vs el control contralateral. A simple vista, es evidente la disminucion de tamafno de
los grupos A y XR respecto a sus controles; ademas, estos mismos grupos presentan una
notoria decoloracién en toda la pieza muscular. A, Autoinjerto; C, Control contralateral y XR,
Xenoinjerto Recelularizado.
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Figura 25. Analisis cuantitativo de las piezas musculares
No se encontraron diferencias significativas en la relacién de peso hiumedo entre ambos grupos
experimentales en el biceps femoral; mientras que respecto al gastrocnemio, se encontraron
diferencias significativas entre A y XR. A, Autoinjerto y XR, Xenoinjerto Recelularizado. Los
datos se presentan como media + DS (A y XR n=5, C n=10; ANOVA y post-hoc de Scheffé). *p
<0.05.
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9.5.3.2 Segmentos de nervio

Tras la diseccion del nervio ciatico, en la extremidad control se observé que los
segmentos nerviosos mostraban una estructura lisa; mientras que en ambos grupos

que recibieron injerto, se mostré engrosamiento del tejido nervioso.

9.5.4 Andlisis morfolégico

Tras el analisis microscépico de la region proximal y distal de los grupos A y XR, se
observé que ambos presentaban dos zonas estructuralmente distintas: 1) una zona
organizada, en donde la arquitectura del nervio periférico se conformaba por fasciculos
individualizados y envueltos por tejido conectivo, consistente con el arreglo tipico del
nervio periférico observado en el control. 2) Zonas desorganizadas que presentaron
una disposicion anarquica de las fibras que constituyen el tejido conectivo, perdiendo la

arquitectura tipica del nervio periférico.

En las zonas desorganizadas se formaron pequefios fasciculos desprovistos de
perineuro, sin orientacion paralela y en medio de tejido denso (figura 26).

Cabe destacar que, respecto al andamio que fue recelularizado e injertado en el
modelo experimental, el grupo XR mostré una notable repoblacion del segmento
nervioso. La densidad celular tanto en A como en XR fue similar, y mayor respecto al

control.
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REGION PROXIMAL REGION DISTAL

ZONA

DESORGANIZADA  ORGANIZADA

Figura 26. Analisis morfologico de los grupos de estudio

En ambos grupos experimentales se observaron zonas organizadas y desorganizadas, en las
cuales los fasciculos conservaban la arquitectura tipica del nervio periférico. Destaca la gran
cantidad de nucleos, principalmente en el grupo XR. Ademas, se aprecia la diferencia entre el
andamio usado para el grupo XR y su aspecto en las regiones proximal y distal al cabo de 6
meses. Fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio ciatico tefiidas con H y E,
amplificadas a 400X. A, Autoinjerto; XR, Xenoinjerto recelularizado; Flechas verdes, fasciculos;
*, tejido conectivo; A, axén y N, nucleo de CS.
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9.5.4.2 Mielina
Mediante la técnica de K-B se identificaron los lipidos de la vaina de mielina. En el
nervio control se identific6 la mielina rodeando los axones en las estructuras
fasciculares, este patrén se observd también en las zonas organizadas de los grupos A
y XR). En el caso de las zonas desorganizadas, se detectd mielina en los pequefios
fasciculos (figura 27).
Cabe destacar que, al comparar las regiones proximal y distal XR vs el andamio, se
observo remielinizaciéon del injerto, lo cual indica la repoblacién del nervio por CS,

presentes tanto en los fasciculos organizados como en los desorganizados.
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Figura 27. Deteccion de mielina en los grupos de estudio
Las estructuras fasciculares de ambas zonas evidenciaron la identificacion de mielina. Se
muestra una imagen del AA usado para el grupo XR y su aspecto en las regiones proximal y
distal al cabo de 6 meses, evidenciando la remielinizacién. Fotomicrografias de secciones
longitudinales de nervio ciatico tefiidas con K-B, amplificadas a 400X. A, Autoinjerto; XR,
Xenoinjerto recelularizado; Flechas verdes, fasciculos y *, tejido conectivo.

9.5.4.3 Integridad axonal

A través de la impregnacion argéntica fue posible analizar la arquitectura axonal dentro

de los grupos de estudio (figura 30).
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En el grupo control, los axones se observaron de manera organizada y continua, tanto
en su longitud como calibre, presentando ademas el arreglo tipico del nervio periférico.
En las zonas organizadas, tanto de A como de XR, se conservd este patron; en
contraste con las regiones desorganizadas, en éstas los axones se observaron de
forma desorganizada, mezclandose con las regiones de tejido conjuntivo y denotando
pérdida de uniformidad y continuidad axonal.

Cabe destacar que al contrastar la integridad axonal del AA empleado para el grupo
XR vs su aspecto al cabo de 6 meses del injerto; es posible evidenciar que, en las
zonas ordenadas, se recupero la continuidad axonal tanto en longitud como calibre,

conservando la arquitectura tipica del axén en el nervio periférico.
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Figura 28. Analisis de la intergidad axonal en los grupos de estudio

En el control, la arquitectura axonal se observa organizada y continua, tanto en su longitud
como calibre, presentando ademas el arreglo tipico del nervio periférico. Las zonas organizadas
conservaron este patron; sin embargo, en las zonas desorganizadas, los axones regeneraron
de forma desordenada, mezclandose con las regiones de tejido conjuntivo y se observa pérdida
de uniformidad y continuidad axonal. Adicionalmente, se aprecia la diferencia entre el AA usado
para el grupo XR y su aspecto en las regiones proximal y distal al cabo de 6 meses.
Fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio ciatico tefidas con M-G-E, amplificadas
a 400X. A, Autoinjerto; XR, Xenoinjerto recelularizado; Flechas verdes, fasciculos; Flechas
rojas, axones y Flechas azules, disrupcion axonal.
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9.5.4.4 MEC
LE

Mediante la histoquimica de PAS se detectaron los polisacaridos complejos de la LE,
éstos denotaron positividad mediante color magenta (figura 29).

En el nervio control la LE se observa de manera organizada rodeando a las fibras
nerviosas; estos hallazgos coinciden con lo observado en las zonas organizadas, en
ambas regiones de los grupos experimentales. En las zonas desorganizadas, la LE
también rodea a los pequenos fasciculos desorganizados, pero conserva su estructura
tipica en zigzag.

En cuanto al grupo XR vs el AA, se observa como la estructura tipica de la LE se

conserva en los fasciculos.

REGION PROXIMAL REGION DISTAL
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Figura 29. Deteccion de polisacaridos complejos en la LE de los grupos de estudio

En el control, la LE se presenta de manera ordenada rodeando a las fibras nerviosas, estos
hallazgos coinciden con lo observado en las regiones proximal y distal de las zonas
organizadas. Mientras que, en las zonas desorganizadas, la LE también rodean a los fasciculos;
destaca que a pesar de la desorganizacion de los fasciculos, la LE conserva su estructura tipica
en zigzag. Se observa que la estructura de la LE en el AA perduré y se reforzé al cabo de 6
meses. Fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio ciatico tefidas con PAS,
amplificadas a 400X. A, Autoinjerto; XR, Xenoinjerto recelularizado; Flechas verdes, fasciculos
y *, tejido conectivo.
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Fibras de colageno

En el control, las fibras de colageno se observan como lineas azules continuas y
organizadas que conservan la estructura tipica de la MEC. En las zonas organizadas
de los grupos A y XR, la disposicion de las fibras se observa similar al control; mientras
que en las zonas desorganizadas se aprecia un alto grado de desorden y las fibras se
encuentran de manera abundante (figura 30).

En cuanto al grupo XR vs el AA, se observa que la estructura tipica de las fibras de

colageno se conservo.
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Figura 30. Deteccion de fibras de colageno en los grupos de estudio
Tanto en el control como en las zonas organizadas, las fibras de colageno conservan la
estructura tipica de la MEC. En la regiones desorganizadas las fibras son abundantes y se
encuentran desorganizadas. La estructura de las fibras de colageno en el AA perduré al cabo
de 6 meses. Fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio ciatico teifidas con M-TCM,
amplificadas a 400X. A, Autoinjerto; XR, Xenoinjerto recelularizado; Flechas rojas, fasciculos y
*, tejido conectivo.
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9.5.4.5 Otros hallazgos histolégicos...

Se llevé a cabo el analisis de las zonas proximales y distales, cerca de los puntos de
sutura (figura 31). En el grupo A no se encontraron hallazgos relevantes; sin embargo,
en el grupo XR se encontraron focos de infiltrado inflamatorio (figura 31 XR.l) y zonas
que coinciden con la descripciéon de un granuloma o necrosis caseosa (figura 31 XR.N),
puesto que se observd una masa eosinodfila, amorfa y delimitada por tejido conectivo

seguido de una superficie inflamatoria.

REGION PROXIMAL REGION DISTAL

REGION DISTAL

Figura 31. Hallazgos histologicos en la periferia de las suturas a los 6 meses post-
quirargicos
Fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio ciatico tefiidas con H y E, amplificadas a
40y 100X, excepto XR.l y XR.N (400X). A, Autoinjerto; XR, Xenoinjerto recelularizado; Flechas
verdes, puntos de sutura; *, tejido conectivo; Flecha celeste, tejido conectivo; Flecha azul rey,
zona necrotica; N, necrosis caseosa; XR.l, infilirado inflamatorio en el grupo XR y XR.N, zona
necrotica en el grupo XR.
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9.5.4.5 Inmunomarcaje

En la figura 32 se observan los resultados obtenidos para las CS mediante el marcador
de identidad positivo S-100. Tanto en las zonas organizadas, como desorganizadas;
asi como en la region proximal y distal de A y XR, se presenté marcaje positivo. Estos
resultados son consistentes con los observados en la técnica de K-B; demostrando que

los fasciculos estan formados por CS.
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Figura 32. Inmunomarcaje para CS mediante S-100
En color marrén se observa positividad para S-100, indicando la presencia de CS en el tejido.
Fotomicrografias de secciones longitudinales de nervio ciatico, amplificadas a 400X. A,
Autoinjerto; XR, Xenoinjerto recelularizado; control -, nervio periférico; control +, cerebro de
ovino, marcaje + para oligodendrocitos y flechas azules , marcaje +.
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Por otra parte, en la figura 33 se evidencia el patrén de marcaje para neurofilamentos
mediante el marcador para la subunidad pesada (200kD). Al igual que en el caso
anterior, hubo marcaje positivo en ambas zonas de los injertos en las regiones proximal
y distal. Los resultados coinciden con lo observado en la impregnacién argéntica de M-
G-E, demostrando la estructura e identidad de los axones tanto dentro de los fasciculos

organizados, como los desorganizados.
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Figura 33. Inmunomarcaje para NF-200kD
En color marrén se indica la positividad para NF-200kD. Fotomicrografias de secciones
longitudinales de nervio ciatico, amplificadas a 400X. A, Autoinjerto; XR, Xenoinjerto
recelularizado; control - , nervio periférico; control +, cerebro de ovino y flechas azules,
marcaje +.
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9.5.5 Analisis morfométrico y estadistico

Mielina

Se observaron diferencias significativas respecto a la cantidad de mielina cuantificada

entre la regiones proximal y distal de A. Al comparar esta misma regién vs el control se

observo diferencia significativa también. Sin embargo no se encontraron diferencias

significativas entre los grupos experimentales (figura 34).

Axones

Tras la evaluacion morfométrica de la impregnacién argéntica de M-G-E, no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los grupos (figura 34).

MEC: polisacaridos complejos de la LE

No se encontraron diferencias estadisticamente significativas respecto a la cantidad de

polisacaridos complejos positivos cuantificados entre grupos (figura 34).

MEC: fibras de colageno

La proporcion de fibras de colageno cuantificadas mostrd diferencias significativas

entre las regiones proximales de los grupos experimentales; sin embargo, no se

observaron diferencias respecto al control, ni en la zona distal (figura 34).
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Il Mielina
Axones
Colageno

3x10°- Polisacaridos

2x10°%

1%10°%4

PROMEDIO DE UNIDADES DE DENSIDAD

APXP C ADXD APXP C ADXD APXP C ADXD AP XP C AD XD
Figura 34. Analisis densitométrico de mielina, axones, fibras de colageno y polisacaridos
entre los grupos de estudio y el control no tratado.

Se llevé a cabo la evaluacion morfométrica de mielina, axones, polisacaridos complejos de la
LE y fibras de colageno en los grupos experimentales. Sélo se encontraron diferencias
estadisticamente significativas en la cuantificacién de mielina respecto a la regién proximal del
grupo A vs su regiéon proximal y el control; y en las fibras de colageno, respecto a las regiones
proximales de los grupos experimentales. Los datos se presentan como media + DS [A y XR
n=5, C n=10; ANOVA y post-hoc de Scheffé (mielina, polisacaridos y fibras de colageno),
Kruskal Wallis (axones)]. *p <0.05.
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CAPITULO X. DISCUSION

Preparacion del AA

Los aloinjertos de MEC se han convertido en una alternativa viable al tradicional
autoinjerto. Actualmente, esta tecnologia ya se encuentra disponible y se ha
demostrado su seguridad y eficacia en estudios clinicos multicéntricos [105-107].
Considerando el éxito del uso de tejido alogénico procesado, se espera que el tejido
xenogénico también pueda ser eficaz en la reconstruccion de LNP con brecha,
brindando una fuente ilimitada en materia de reparacion. Sin embargo, hay poca
informacién disponible acerca de los resultados de injertos descelularizados entre
diferentes especies [33, 112]; con base en esto, el objetivo de este trabajo fue evaluar
la capacidad regenerativa y funcional de un xenoinjerto de origen cadaveérico humano,

recelularizado con CtS alogénicas, en un modelo animal ovino vs el autoinjerto.

Descelularizacion

En este trabajo se implementd el método de descelularizacién optimizado por Garcia-
Pérez et al., 2016, ya que su efectividad ha sido previamente probada en un modelo
alogénico en roedores [110]. Los parametros de calidad y de eficiencia se analizaron
con base en pruebas morfolégicas vy, tras el analisis de los resultados, se evidencié que
el proceso de descelularizacion fue exitoso, lo cual es crucial para evitar una reaccion
inmune en el paciente [113].

La mielina corresponde a la membrana plasmatica de las CS organizada en una vaina
que se envuelve varias veces en el axon [3]; por lo cual, el analisis de este componente
o sus retos también refleja el éxito del proceso de descelularizacion. Se ha demostrado
que los restos de mielina afectan la velocidad de regeneracidén axonal, inhibiendo el
crecimiento de los axones e impidiendo la regeneracion misma de mielina en el axén
[114-117]. Con base en lo anterior, se analizé la presencia de mielina en el nervio
procesado y se observd que, respecto al control, este proceso conlleva una remocion
eficiente de la misma; lo que a su vez comprueba el éxito del proceso de

descelularizacion.
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Cuando existe dano en los axones por neuropatias, estos sufren alteraciones a causa
de desmielinizacion [118]. En el presente estudio la remocion de las células y mielina
pudo afectar severamente la integridad axonal. Esto se evidencio con la impregnacion

argéntica de M-G-E.

Preservacion de la MEC

Durante la preparacion de un AA es indispensable conservar la MEC integra para que
se dé una adecuada regeneracion nerviosa[119]; esto reside en que sus componentes,
participan en procesos celulares tales como regeneracion, migracion, cicatrizacion,
diferenciacion y organizacion; ademas de fungir como soporte para las CS. Ide et
al.[120] evidenciaron que la LE de su AA actué como sustrato para el crecimiento
axonal y resulté una via eficaz para el mantenimiento de la regeneracion axonal. Con
base en lo anterior, se analizé el grado de conservacion de la LE y de las fibras de
colageno en el nervio descelularizado; y se observd que ambas estructuras se
conservaron y mantuvieron el arreglo tipico que poseen de manera nativa en el nervio
periférico. Ademas, mediante el analisis densitométrico, se demostré que la cantidad
de componentes (polisacaridos complejos y fibras de colageno) no varian en el nervio

tratado respecto al control.

Recelularizacion in vitro del AA e injerto en el modelo animal

La diferencia sustancial entre los injertos de MEC y los autélogos son las CS, factor
clave en la regeneracion del nervio periférico [74]. Las CS desempefan un papel
decisivo en la regeneracién nerviosa, puesto que secretan NGFs que promueven la
regeneracion axonal; sin embargo, cuando se encuentran en una fibra nerviosa
denervada, pierden progresivamente su capacidad de expresar genes que participan
en la regeneracion, es decir se desactivan [121]. El empleo de CS autdlogas esta
limitado por problemas tales como la fuente de obtencién (biopsia de nervio autélogo),
dificultad de expansién, problemas de almacenamiento a largo plazo, dificultad de
purificacién y falta de disponibilidad.

Las células madre poseen potencial de diferenciacién multidireccional y una serie de

ventajas clinicas, tales como accesibilidad, rapida proliferacion in vitro e integracion
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exitosa en el tejido huésped con una baja respuesta inmune. Aunque las células madre
han demostrado ser benéficas para la reparacion de LNP, estudios han intentado pre-
diferenciar estas células in vitro a CtS, ya que esto puede reducir la diferenciacién de
fenotipos no deseables y el riesgo de formacion de tumores. Ademas, las CtS han
mostrado mejores resultados en regeneracion nerviosa que las células madre
indiferenciadas. Fan et al. [122] complementé un AA con CtS inducidas a partir de
CEMO para reparar defectos nerviosos y obtuvo mejores resultados que con células no
diferenciadas; estos mismos resultados fueron evidenciados por Jiang et al.[82]
mediante el uso de CtS diferenciadas a partir de CMM-TA. Adicionalmente Garcia-
Pérez et al.[110] demostraron la superioridad regenerativa de CtS en AA respecto al
autoinjerto en modelos murinos. Las CMM-TA son faciles de obtener y se encuentran
disponibles en grandes cantidades, lo que permite que sean empleadas como una
fuente estable de agentes terapéuticos celulares [75, 123]. En este trabajo, las CMM-
TA aisladas de ovino, exhibieron morfologia fibroblastoide con expresién positiva por
ICQ de CD90 y CD105, lo cual indica el éxito en el proceso de aislamiento.
Previamente Garcia-Pérez et al.[110] indujeron la diferenciacion a CtS. La
concentracién adecuada de [-mercaptoetanol [124] y ATRA [125] promueve la
diferenciacion de CMM a células neurales. Mientras que forskolina, BFGF, PDGF y 13-
heregulina pueden promover a las células nerviosas para diferenciarse en células
perigliales [126]. En nuestro estudio, dos semanas después de la induccion las células
se observaron mas polarizadas y mostraron expresion positiva por ICQ del marcador
de superficie S-100 presente en CS; esto concuerda con inducciones realizadas en
otros estudios; sin embargo, en estos la expresion se determiné por ensayos de
Western Blot [33, 80, 108]. En este estudio el uso de CMM-TA diferenciadas a CtS
podria resolver las limitantes de las CS autélogas, ya que se obtuvo un porcentaje
considerable de células que expresaron la proteina S-100 (marcador especifico del
tejido nervioso), lo cual sugiere un mayor éxito en el papel regenerativo de estas
células. Este método representa una alternativa atractiva ante el uso de CS autdlogas.
Debido al éxito del AA recelularizado con CtS alogénicas en el trabajo llevado a cabo
por Garcia-Pérez et al., se presentd la necesidad de escalar el modelo animal de
experimentacion. En la reconstruccion de LNP se ha trabajado con modelos de tamano
medio tales como primates[77, 80], caninos[69] y ovinos[127-129]; sin embargo, las

condiciones experimentales han sido distintas respecto a los parametros establecidos
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para este trabajo (andamios sintéticos, uso exclusivo de AA y células madre, MEC
alogénicas, etc.).

Los ovinos se distinguen por ser un modelo pre-clinico valioso y muy noble; puesto que
la morfologia del nervio periférico es similar a la del humano, representan un beneficio
costo-efectividad respecto a otros modelos de tamafio medio y ademas son herbivoros,
a diferencia de otros modelos no tienden a la automutilacion. EI empleo de esta
especie en nuestro trabajo, representa un acercamiento al estudio de modelos
heterélogos en especies de tamano mediano, ya que conlleva el uso de MEC
xenogénica humana en combinacion CtS alogénicas en la reparacion de una LNP

distal (nervio ciatico); lo cual no ha sido reportado previamente.

Evaluaciéon de la recuperacion funcional y determinaciéon del grado de

regeneracion nerviosa

La evaluacion neurofisiolégica, la relacion de peso humedo muscular y el analisis
morfolégico de los componentes en los injertos (repoblacidn celular, mielina, axones,
fibras de colageno, LE, neurofilamentos y la proteina S-100) fueron los indicadores
objetivos para medir la reparacion de las LNP. Las pruebas neurofisiolégicas pueden
reflejar de manera objetiva y exacta la funcion de las fibras nerviosas regeneradas. La
relacion de peso humedo refleja la asociacion entre la recuperacion neuroldgica y la
funcion del érgano diana. La cuantificacion de los componentes morfolégicos en las
fibras nerviosas fueron indicadores cualitativos y cuantitativos intuitivos; y el analisis de
la vaina de mielina, S-100, neurofilamentos y la integridad axonal, fueron indicadores
cualitativos y cuantitativos de regeneracion axonal.

En el analisis neurofisiolégico, los grupos A y XR mostraron resultados
estadisticamente iguales respecto a la evaluacion en el musculo proximal, biceps
femoral (neurofisiologia: latencia, VC y amplitud; relacion de peso humedo y
componentes morfoldgicos); sin embargo, respecto al musculo gastrocnemio o distal,
se observaron diferencias significativas ante la relacién de peso humedo y latencia.
Estas diferencias fueron consistentes con el analisis macroscopico de las piezas
musculares, ya que a pesar de que en ambos grupos se observaba atrofia muscular,
en la extremidad intervenida, en el grupo XR ésta era mas pronunciada. Cabe destacar

,que la latencia y la VC son parametros importantes en el analisis neurofisioldgico,
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puesto que son indicadores de desmielinizacion o remielinizaciéon y se encuentran
afectando la conduccién del impulso nervioso; sin embargo, Ila amplitud es el
parametro de mayor relevancia en el aspecto regenerativo. La amplitud indica el
numero de fibras que inervan el musculo, es decir el numero de fibras regeneradas, por
lo que este parametro es empleado para determinar el grado de regeneracién neural
dentro del musculo [78, 128]. Por lo tanto, nuestros hallazgos muestran, respecto al
control, que la inervacion no se recupera completamente, incluso si el nervio parece
recuperarse; no obstante, el grado de regeneracion se muestra igual ante los grupos A
y XR, puesto que sus valores de amplitud son estadisticamente iguales.

Por otro lado, el aumento en la magnitud de latencia y el decremento de la VC y
amplitud en los grupos experimentales respecto al control, se explica con los hallazgos
morfolégicos encontrados, ya que en ambos injertos predominaban zonas en donde los
componentes se encontraban desorganizados, presentando fasciculos discontinuos y
rodeados de un entramado de tejido conjuntivo. Esta desorganizacién podria haber
provocando un bloqueo en la transmisidon del potencial de accion, lo que explicaria el
cambio en los valores de las pruebas funcionales.

Ademas, respecto al analisis morfologico, es importante sefialar que en el grupo de XR
se apreciaban focos de infiltrado inflamatorio y hallazgos histolégicos que
correspondian con la descripcion de un granuloma o necrosis caseosa, esto cerca de
las suturas del injerto. Lo anterior podria explicarse por un proceso de inflamacion
crénica, causado por una reaccion a cuerpo extraino a causa de las suturas 0 a una
reaccion inmune ante los componentes del XR [130]. Sin embargo, bajo estas
condiciones experimentales, no es posible explicar la causa de estos hallazgos.
Aunado a esto, el tiempo de recuperacidén post-injerto representé una limitante en
nuestro estudio, ya que es dificil descifrar el fendmeno que esta ocurriendo respecto a
la topografia del nervio ya que no podemos atribuir esas regiones desorganizadas a
alguna de las siguientes posibilidades: a) parte del proceso de regeneracion que no se
ha completado y en el que pueden verse involucrados procesos de hipertrofia y/o
posterior remodelacién, b) tampoco se puede descartar si esas zonas se organizarian
con el tiempo o si es una falla que persistira a lo largo del tiempo, dificultando una
recuperacion al 100% de la lesién del nervio periférico, c) si esta desorganizacién se
debe a la falta de algun componente esencial en la regeneracion que no esta presente

en nuestros ensayos.
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A pesar de lo anterior, los resultados indican una gran similitud entre los grupos Ay XR
en todos los parametros analizados. Cabe destacar que a pesar de que la estructura
inicial de ambos injertos era diferente, tras 6 meses parece que ambos injertos pasaron
por un proceso similar, lo cual bien podria indicar que se trate de un proceso
regenerativo en curso. Ademas estos resultados hablan acerca de la sinergia que
existe entre las CS y la MEC en la regeneracion y de como en el grupo de XR esta
siendo ejercida por las CtS y la MEC xenogeénica.

Los resultados de este estudio coinciden con los de Radtke et al.[129], en el cual se
comparo la eficiencia de un AA sintético frente al autoinjerto en una lesién de nervio
ciatico de un modelo ovino por un periodo de 6 y 10 meses. No se observaron mejorias
funcionales significativas y esto se evidencié con los hallazgos morfolégicos. Por otro
lado Jiang et al.[82] a las 12 semanas de la reparaciéon de una lesién en un modelo
murino observé mejorias con aloinjertos de MEC recelularizados con CtS; sin embargo

éstos aun no mostraron ser mejores respecto al autoinjerto.

El presente trabajo describe por primera vez que un xenoinjerto de origen humano,
recelularizado con CMM-TA diferenciadas in vitro a CtS, posee una capacidad
regenerativa similar a la del autoinjerto (estandar de oro en reparacién).

Una de las fortalezas del presente estudio es el uso de modelos ovinos, lo cual facilita
la extrapolacion de los resultados a los seres humanos, aunque estos implican un
mayor costo respecto a los roedores empleados en otros estudios[82, 110]. Otra
caracteristica importante del estudio es la recopilacion y comparacion de datos
morfolégicos y anatémicos con datos neurofisiolégicos, pues estos proporcionan
informacién sobre la fibra nerviosa y su funcion. Los métodos utilizados en nuestro
trabajo correlacionan con estudios centrados en patologia neural [131].

Una limitante en nuestro estudio es el pequefio tamano de la muestra y la ventana de
tiempo; sin embargo, las similitudes y diferencias encontradas entre el A y el XR
justifican continuar investigando en esta area, puesto que el estandar de oro fue
comparado con una estrategia de reparacién basada en tejido de origen cadavérico,
que podria representar un stock ilimitado de material clinico que, con puntos de mejora,
en un futuro podria competir con el uso de autoinjerto para la reparacion de LNP.

Si bien planteamos muchos dilemas en términos de posibles problemas que deben
superarse antes de la traducciéon a un estudio clinico utilizando este enfoque, esto no

resta importancia a los hallazgos experimentales de este trabajo. Claramente existe
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una fuerte necesidad de establecer métodos alternativos fiables para la reparacién de
defectos nerviosos en la practica clinica. Ademas, se requiere llevar a cabo estudios a
mas largo plazo y con una n mayor, asi como también experimentar con diferentes
sitios de lesion del nervio ciatico para observar si las diferencias observadas en los
musculos proximales y distales varian con respecto a su posicion y al sitio de la lesion;
o si la movilidad se recupera al incrementar el tiempo de recuperacion. Otra alternativa
consistiria en realizar estudios que evaluen el posible uso de xenoinjertos entre
especies (distintas a las de este estudio), ya que implicaria llevar un material de

desecho de rastro a una alternativa terapedutica.
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CAPITULO XI. CONCLUSIONES

Se logré la preparacion de un AA, a partir de nervio cadavérico humano, que
conserva los componentes de la MEC.

Las CMM-TA de ovejas no relacionadas genéticamente y diferenciadas in vitro
a CtS, fueron capaces de recelularizar el xenoinjerto y de reproducir el
microambiente regenerativo del nervio.

In vivo, se observo que el efecto regenerativo y funcional del A y XR fue similar;
sin embargo, se requiere incrementar el tiempo de observacién, para evaluar la

posible regeneracion completa.
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CAPITULO XIl. PERSPECTIVAS

Incrementar el tiempo del estudio para evaluar:

v El seguimiento del proceso regenerativo

v La evolucidn de los focos de infiltrado inflamatorio y necrosis en el XR
Llevar a cabo pruebas de biocompatibilidad en el andamio
Probar otros componentes como la digestion de condroitin sulfato que se ha
reportado que incrementa la regeneracion.
Analizar la expresion génica en la regeneracion nerviosa
Analizar la expresion de citocinas involucradas en la reparacion nerviosa
Implementar la técnica de ultrasonido como herramienta en la regeneracion
nerviosa
Seguimiento en pruebas neurofisiolégicas (pre y post-quirdrgico, al mes 2, 4

etc.)
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ANEXOS

1. Técnicas morfoldgicas para la preparacion del AA
1.1 Técnica histolégica convencional

l. Fijaciéon

Sumergir las muestras en glutaraldehido al 2.5% en buffer de cacodilatos por
24h a 4°C, al cabo de este periodo cambiar el fijador por PBS 1X pH 7.4.
Enseguida, el tejido se colocd en un cassette de inclusién, se rotuld y se dejo

en agua destilada.

Glutaraldehido 2.5%
Glutaraldehido 25%......... 10 mL

Buffer de cacodilatos....... 90 mL

Buffer de cacodilatos 0.1M pH 7.4

Solucién A
Cacodilato de Na......... 428¢g
Agua destilada......... 100 mL
Solucién B
Acido clorhidrico....... 0.5mL
Agua destilada........ 25 mL
Solucién de trabajo
SoluciénA............ 100 mL
Soluciéon B .............. 5.4 mL

Il. Procesamiento
Las muestras se lavaron y mediante un histoquinete se deshidrataron, aclararon

y se preincluyeron en parafina:
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a) Deshidratar en alcoholes graduales, 1h en cada uno (70, 80, 96, 96, 100 y
100%)

b) Transferir a una solucién de alcohol-xilol (1:1) por 1h.

c) Pasar a xilol al 100% por 1h (dos cambios).

d) Por ultimo, llevar a parafina liquida por 1h (tres cambios).

Ill. Inclusién, microtomia y montaje

Enseguida, los cassettes con las muestras de tejido se llevaron a la estacion de
inclusién y se sometieron al bafo de calor; el tejido se colocé de manera
conveniente en un molde de inclusion, se puso encima la base del cassette y
mediante el dispensador de parafina se rellené el molde para hacer los bloques
de tejido. Los bloques se llevaron a la camara fria para alcanzar la consistencia
necesaria para su posterior corte en secciones muy finas mediante microtomo.
Por ultimo, los cortes histolégicos se llevaron a un bafio de flotacion, se
levantaron en laminillas previamente rotuladas y se dejaron secar en la estufa a

60°C por al menos 30min.

1.2 Desparafinado e hidratacion

Sumergir las laminillas en xilol al 100% por Smin.

Transferirlas a alcohol-xilol (1:1) por 5min.

Llevar a alcoholes graduales, 2 min en cada uno ( 100, 100, 96, 96 y 80%).
Por ultimo, colocar las laminillas en agua destilada por 2 min.

Realizar la técnica de tincion pertinente.

aObkwb -~

1.3 Deshidratacién, aclaracion y montaje

Realizar diez inmersiones en:

a) 2 cambios de alcohol al 96%
b) 2 cambios de alcohol al 100%
c) alcohol-xilol (1:1)

d) xilol al 100%

Las laminillas se dejaron secar dentro de la campana de extraccidn de gases.
Enseguida, se tomaron las laminillas por un extremo, se sumergieron en xilol y se
elimino el exceso para poner una gota de resina Entellan y colocar cuidadosamente un
cubreobjetos.
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1.4 Tinciones

a) HyE

Cortes: 4 ym
PROTOCOLO

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2).

2. Pasar las laminillas a hematoxilina por 2 min.

3. Lavar con agua corriente, enjuague lento.

4. Realizar una inmersion rapida en alcohol acido (5 s).

5. Lavar con agua corriente, enjuague lento.

6. Realizar 2 inmersiones rapidas en agua amoniacal 1% (5 s).
7. Lavar con agua corriente, enjuague lento.

8. Enjuagar con agua destilada.

9. Realizar 6 inmersiones en Eosina.

10. Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3).

REACTIVOS

Hematoxilina de Gil

Agua destilada .................... 730 mL
Etilenglicol ... 250 mL
Hematoxilina anhidrida.......... 29

Yodato de potasio ................ 0.2g
Sulfato de aluminio ............. 176 ¢
Acido acético glacial ............ 2 mL

La solucién se prepara en el orden en que estan listado los reactivos y se mezclan con
ayuda de un agitador magnético a TA durante 1 h. Filtrar (papel filtro Whatman® 20-30

UuM) la primera vez antes de usar.

Eosina

Eosina amarillenta .................... 19
Agua destilada ..............cccce. 20 mL
Alcohol 96° ...t 80 mL

De esta solucién concentrada, tomar una parte y agregarla en tres partes de alcohol
80°. Antes de usar, agregar 0.5 mL de acido acético glacial por cada 100 mL de

colorante preparado, agitar.
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Solucion de Alcohol-Acido

Acido clorhidrico concentrado.................. 1 mL
Alcohol 70° ..., 99 mL

Solucién de Agua Amoniacal

NaH4OH.......ooovvvvvierieenen, 1 mL
Agua destilada............... 99 mL
RESULTADOS

Nucleos: azul violeta

Citoplasma y fibras de colageno: rojo-rosado

b) TCM

Cortes: 4 ym
PROTOCOLO

1.
2.

© N

Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2).

Usar como mordente el fijador de Bouin por 60 min a 60°C. Al cabo de este
tiempo, dejar enfriar por un par de minutos, lavar con H,O corriente hasta que el
color amarillo desaparezca y dar un enjuague final con H,O destilada.

Pasar a la solucién de Hematoxilina férrica de Weigert durante 15 min,
enseguida lavar con H,O corriente hasta que ésta deje de tefiirse y dar un
enjuague final con H,O destilada.

Tefir con la solucién de Fucsina-Escarlata por 5s y lavar con H,O corriente
hasta que ésta deje de tefirse.

Pasar los cortes a la solucién de Acidos Fosfomolibdico-Fosfotiingstico durante
10 min y enjuagar brevemente con H,O destilada.

Colorear con la solucion de Azul de Anilina durante 15 s y lavar con H;O
corriente hasta eliminar el exceso de colorante.

Pasar al Acido Acético- acuoso por 2 min.

Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3).
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REACTIVOS

Hematoxilina férrica de Weigert

Solucién A

Hematoxilina (anhidra)............... 19
Alcohol 96°...........cccovviieinnn. 100 mL
Solucién B

Cloruro férrico acuoso al 29% ..... 4 mL
Agua destilada ....................... 95 mL

Acido clorhidrico concentrado...... 1 mL

Solucién de trabajo:

Mezclar partes iguales de la solucion A 'y de la B.

Solucién de Fuscina acida y Escarlata de Biebrich

Escarlata de Biebrich acuosa al 1%............... 90 mL
Fuscina acida acuosa al 1%.......cooeevvvenvvennnen. 10 mL
Acido acético glacial...................cc..oonn., 1 mL

Solucién de Acidos Fosfomolibdico y Fosfotingstico

Acido Fosfomolibdico........................ 5¢
Acido Fosfotingstico..........c..c.c........ 5g
Agua destilada .................ceeeils 200 mL

Solucion de Azul de Anilina

Azul de anilina ........ccccceeevviiieiiennnns 25¢g
Agua destilada...............cceeeeees 100 mL
Acido acético glacial ................. 2mL

Solucién acuosa de Acido Acético al 1%
Acido acético glacial ................. 1 mL
Agua destilada..........c.cooeeeveeeeenns 99 mL
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Solucién Fijadora de Bouin

Solucién acuosa saturada de Acido Picrico... 75 mL

Formaldehido......cooono e, 25 mL
Acido acético glacial .....................ccceeeii 5 mL
NOTA

La solucién acuosa de Escarlata-Biebrich se prepara teniendo 1g del colorante disuelto
en 100 mL de agua destilada. Y la solucién acuosa de la fucsina acida se obtiene
disolviendo 1g del reactivo mencionado en 100 mL de agua destilada.

La solucién acuosa de cloruro férrico se prepara pesando 14.5 g de éstos cristales y
luego se disuelven en 50 mL de agua destilada, y de ésta mezcla se toman los 4 mL
que se requieren para preparar el reactivo requerido, el sobrante se guarda en un
recipiente adecuado.

Se recomienda que la solucion colorante de hematoxilina sea renovada con cierta
frecuencia, sobre todo después de varios usos, para garantizar una adecuada tincién y

diferenciacion de los componentes tisulares.

RESULTADOS
Nucleos: café oscuro a negro
Citoplasma, queratina y fibras musculares: tonos rojizos

Fibras de colageno y mucus: azul oscuro y claro

c) M-TCM

Cortes: 4 ym
PROTOCOLO

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2).

2. Usar como mordente el fijador de Bouin por 60 min a 60°C. Al cabo de este
tiempo, dejar enfriar por un par de minutos, lavar con H,O corriente hasta que el
color amarillo desaparezca y dar un enjuague final con H,O destilada.

3. Pasar a la solucién de Hematoxilina férrica de Weigert durante 15 min,
enseguida lavar con H,O corriente hasta que ésta deje de tefiirse y dar un
enjuague final con H,O destilada.

4. Pasar los cortes a la solucién de Acidos Fosfomolibdico-Fosfotiingstico durante
10 min y enjuagar brevemente con H,O destilada.
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5. Colorear con la solucién de Azul de Anilina durante 15 s y lavar con H,O
corriente hasta eliminar el exceso de colorante.

Pasar al Acido Acético- acuoso por 2 min.

Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3).

No

d) K-B

Cortes: 7 um
PROTOCOLO

1. Desparafinar las preparaciones , llevandolas solo hasta alcohol al 80%

2. Pasar las laminillas a solucion de luxol fast blue 0.1% y dejar toda la noche a
TA o en estufa a 60°C durante 90 minutos.

Enjuagar en alcohol 96° para remover el exceso de colorante.

Lavar en agua destilada hasta que deje de teirla.

*Revisar al microscopio y revisar el grado de sobrecoloracion.

Diferenciar enseguida por medio de una inmersién rapida en solucion de
carbonato de litio 0.05% (5-10s).

Lavar con agua destilada.

Sumergir las laminillas en solucién de Violeta de Cresilo 0.1%, 5 - 10 min.
Enjuagar y diferenciar con una inmersién rapida en 2 cambios de alcohol 96°.

0 Deshidratar, aclarar y montar , a partir de alcohol absoluto (anexo 1.3).

o0k w

—“°.°°.\‘

REACTIVOS

Solucién de Luxol Fast Blue al 0.1%
Luxol F.B. (Merck o Sigma)...... 0149
Alcohol 96°..............coeiini. 100 mL

Disolver el colorante en el alcohol adicionar 0.5 mL de acido acético al 10%

,previamente preparado, por cada 100 mL de solucion estable.
Solucién de Violeta de Cresilo al 0.1 %
Violeta de Cresilo g.p................ 01g

Agua destilada ..................... 100 mL

Después de preparada se adicionan 10 gotas de acido acético glacial o concentrado y

la solucidn se filtra.
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Solucion de Carbonato de Litio al 0.05%

Carbonato de Litio................ 0.05¢
Agua destilada ................. 100 mL
RESULTADOS

Mielina: azul intenso

Células nerviosas y gliales: rosa a violeta

e) PAS

Cortes: 4 ym
PROTOCOLO

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2).

2. Sumergir los cortes en la solucién del acido peryddico por 5 min. Enjuagar en
H,O corriente.

3. Sumergir los cortes en el reactivo de Schiff por 25 min a 60°C y lavar con H;O
corriente. Revisar que tomen el color rosa palido.

4. Diferenciar los cortes en bafio sulfuroso (inmersion rapida). Enjuagar en H,O

corriente.
5. Contrastar con hematoxilina de Harris o de Gill por 2min. Enjuagar en H,O
corriente.
6. Decolorar en alcohol acido (inmersién rapida) y lavar con H,O corriente.
7. Virar con H,O amoniacal y lavar con H,O corriente.
8. Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3).
REACTIVOS

Solucién del acido peryédico al 0.5%.
Agua destilada........ 100 mL
Acido periddico.......... 0.5g

Solucion de bano sulfuroso

Agua destilada..................... 100 mL
Acido clorhidrico (HCI) 1N ......... 5mL
Metabisulfito sédico al 10%.......... 6 mL

Solucion de metabisulfito al 10%

Disolver 10 g del reactivo en 100 mL de agua destilada.

99



REPARACION DE LESIONES NERVIOSAS POR XENOINJERTOS RECELULARIZADOS

Solucion de acido clorhidrico 1N

Disolver 8.35 mL del acido en 91.65 mL de agua destilada.

Solucion del reactivo de Schiff
Reactivo comercial (Sigma-Aldrich®, 3050 Spruce Street, St. Louis, MO 63103 USA).

RESULTADOS
Nucleos: Violeta, negro
Polisacaridos simples (glucégeno), mucopolisacaridos neutros, mucoproteinas,

LE, glucolipidos: rosa a violeta-purpura

1.5 Impregnacion argéntica

f) M-G-E

Cortes: 10 um
PROTOCOLO

1. Desparafinar e hidratar preparaciones (anexo 1.2).

2. Lavar en agua destilada 3 min, 2 cambios.

3. Realizar una inmersion en nitrato de plata por 45 min a 37°C.
4. Lavar en formalina al 10% por 15 s.

5. Colocar en AgNOjz;amoniacal por 90 s.

6. Lavar en formalina al 10% por 1 min.

7. Enjuagar con agua destilada 3 min, 2 cambios.

8. Fijar la reaccion con tiosulfato de sodio al 5% durante 5 min.
9. Enjuagar con agua destilada por 3 min.

10. Deshidratar, aclarar y montar (anexo 1.3).

REACTIVOS

Solucién de Nitrato de Plata (AgNOs) al 20%
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Agua destilada ......... .30 mL

Proteger la solucion de la luz

Solucién de AgNO; amoniacal
AgNO;sal 20%................. 30 mL
Etanol Absoluto............... 20 mL

A la solucion anterior se le adiciona Hidroxido de Amonio (NH4OH) concentrado gota a
gota, hasta que se forme un precipitado café. Este se continua adicionando hasta que

el precipitado se disuelva y finalmente se agregan 5 gotas mas.

Solucion de Tiosulfato de Sodio al 5%

Tiosulfato de Sodio.......... 59
Agua destilada .......... 100 mL
RESULTADOS

Axones: marrén, oscuro
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2. Medios y soluciones para cultivo celular

2.1 Solucién salina amortiguada por fosfatos (PBS) 1X pH 7.4

En 500 mL de agua destilada (dH,0), disolver:

Cloruro de Potasio (KCI)........ccooviiiiiiiiiiin, 0.106 g
Fosfato de Potasio Monobasico (KH,POy)............ 0.102g
Cloruro de Sodio (NaCl).........ccooviiiiiiiiiiii, 4.090 g
Fosfato de Disddio (NagHPO4)........................... 0.798 g

Se colocan las sales en un vaso de precipitados adecuado para el volumen de la
solucion a preparar, se afiade el 80% del dH,O y se mezcla con ayuda de un agitador
magnético hasta diluir las sales. Ajustar el pH a 7.4 con Acido clorhidrico (HCI) 1M e
Hidroxido de Sodio (NaOH) 10 M. Aforar la solucién al volumen final requerido y filtrar
a través de una unidad de filtracién de 45 ym y/o esterilizar en autoclave. Bajo técnica

aseéptica distribuir en alicuotas de 50 mL en tubos coénicos y almacenar a 4°C.

HCI 1M
HCI concentrado............ 8.62 mL
AHoO .o 91.00 mL

No agregar el dH,O al acido. Mezclar en una plancha agitadora por 5 min. Aforar a
100mL con dH-O.

NaOH 10M
NaOH................. 4049
dHO..oevii 40 mL

Mezclar en una plancha agitadora con una barra magnética hasta disolver el NaOH por

completo. Aforar a 100mL.
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2.2 PBS 1X suplementado
Suplementado con Gentamicina y Penicilina-Streptomicina (Gibco®, Gran Island, NY,
14072) a 50 pug/mL y Fungizone® a 2.5 pg/mL (Gibco®).

PBS1XpPpH7.4 ... 50 mL
Gentamicina 10 mg/mL.................... 250 uL
Penicilina-Streptomicina 10 mg/mL.... .250 uL
Fungizone®, 250 pg/mL.................. 50 pL

2.3 PBS 1X suplementado para cultivo celular
Suplementado con Gentamicina (Gibco®, Gran lIsland, NY, 14072) a 50 pg/mL vy
Fungizone® a 2.5 ug/mL (Gibco®).

PBS1XpH7.4 ... 50 mL
Gentamicina 10 mg/mL........... 250 yL
Fungizone®, 250 pg/mL......... 50 uL

2.4 Colagenasa |l al 0.2%

Suplementada con Gentamicina a 50 pg/mL y Fungizone® a 2.5 pg/mL.

Colagenasa tipo | 285 U/mg (Gibco®)........... 0.04¢
PBS 1X oo 20.00 mL
Gentamicina 10 mg/mL..............ooiiiiinin, 100 pL
Fungizone®, 250 Pg/ML.......cooeeeeeeiin, 20 pL

Filtrar la solucion a través de discos de 45um antes de adicionar antibiético y

antimicotico. Proteger de la luz y almacenar a 4°C.

2.5 Medio completo
Se emplea el medio minimo esencial MEM alpha (1X) + GlutaMAX™ -| (Gibco®)
suplementado con SBF (Gibco®) al 10% , Gentamicina a 50ug/mL y Fungizone® a 2.5

pg/mL.
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Medio ......oooieiiii 45 mL
SBF . 5mL
Gentamicina 10 mg/mL.......... 250 pL
Fungizone®, 250 pg/mL........ 50 pL

Almacenar a 4°C

2.6 Azul tripano al 0.2%
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3. Soluciones y reactivos para inmunohistoquimica

3.1 Tris — buffer salino + tween 20 1X (TBST)

Opcioén 1: casero
TBS 10X

Ajustar pH a 7.4, aforar a 1 L con dHO Yy filtrar.

TBST 1X
TBS 10X....... 100 mL
dHO ........... 900 mL

Opcién 2: comercial

TBST 1X
TBST 20X (Abcam®).... 50 mL
dHO ..o 950 mL

3.2 Silanizado de laminillas

NOTA: solo utilizar instrumental de plastico

a) Mezclar los componentes y pasar a una jarra tipo coplin de
polipropileno.
b) Sumergir las laminillas a tratar por 10 min.

c) Dejar secar a TA.
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